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TITULO 

PROMOTOR Y SECUENCIAS REGULADORAS DE HA DS10 G1: UN GEN 
LEA DE GIRASOL EXPRESADO EXCLUSIVAMENTE EN SEMILLAS DESDE 
LA FASE DE MADURACI6N. 

5 

SECTOR DE LA TECNICA 

Agricultura. Esta invencion se relaciona con la obtencion de secuencias ;> 

• • • 

de ADN reguladoras ( M promotores M ) y la construction, usando dichas [• *\ 

• • • 

secuencias, de nuevos genes quimericos capaces de expresarse de forma 
10 especifica en semillas de plantas transgenicas. El gen Ha ds10 G1 tiene la .:. 
peculiaridad de expresarse exclusivamente en semillas de girasol desde la fase 
de maduracion hasta la de desecacion; sin responder a hormonas como el acido 
abscisico (ABA), o al estres hfdrico en tejidos vegetativos. Ademas, e! gen Ha 
ds10 G1 se expresa de forma homogenea en embriones inmaduros, y : m }[[ : 
15 preferentemente en el parenquima en empalizada de los cotiledones de 
embriones maduros. Estos patrones de expresion, junto con los elevados niveles 
de actividad del gen, sugieren que sus secuencias reguladoras sean ... 
especialmente adecuadas para la manipulacion genetica de sustancias de 

• • • 

reserva en semillas 

20 

ESTADO DE LA TECNICA * ' 

Para conferir expresion especifica en semillas de plantas transgenicas, 
hasta el momento se han aislado, caracterizado y utilizado promotores 
pertenecientes sobre todo a genes vegetales que codifican protefnas de 

25 reserva, u otros productos expresados exclusivamente en semillas durante 
diversas etapas del desarrolto [veanse por ejemplo las siguientes referencias 
bibliograficas y patentes, asf como otros documentos citados en ellas: Thomas 
TL, en Plant Cell, vol 5, pp 1401-1410, 1993; Gatehouse JA, y Shirsat AH, en 
Control of Plant Gene Expression, pp 357-375, CRC press, 1993; y las patentes 

30 USA numeros: 5530192, 5530194 y 5420034]. Esto ha permitido por ejemplo la 
obtencion de nuevas plantas transgenicas con semillas modificadas en su 
contenido de acidos grasos y de protefnas de reserva [veanse por ejemplo: 
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Voelker TA, Worrell AC, Anderson L.BIeibaum J. Fan C, Hawkins DJ, Radke SE 
y Davies HM, en Science, vol. 257, pp.72-74, 1992; y Saalbach I. Pickardt T, 
- Machemehl F. Saalbach G. Schieder O, y Muntz K, en Molecular and General 
Genetics 242: 226-236. 1994]. Para el desarrollo del enorme potencial de esta 
5 tecnica, pudieran ser utiles otros promotores con distintas especifidades de 
tejido en la semilla y diversos patrones temporales de expresion. Recientemente 
en nuestrb grupo, y otros laboratories, hemos descrito la expresion en semillas ( 

• • • 

de genes que codifican proteinas de choque termico de bajo peso molecular/--" 
(sHSPs: small heat-shock proteins). Uno de estos genes, Ha hsp17.7 G4 ,*v** : 

10 muestra, en plantas transgenicas de tabaco, patrones de expresion adecuados : 
para su posible uso en la modificacion de semillas mediante ingenieria genetica:^ 
dicho gen se expresa desde etapas tempranas de la maduracion de la semilla, y* 
con una especificidad de tejido asociada a los cotiledones [Coca MA, Almoguera. : 
C, Thomas TL, y Jordano J, en: Plant Molecular Biology 31: 863-876, 1996]. Sin. 

15 embargo el gen Hahsp17.7 G4, al igual que otros genes vegetales sHSP : :**: 
expresados en semillas, tambien se expresa en respuesta al calor (choquesf Y: 
termicos) en tejidos vegetativos de la planta tras la germinacion de las semilla. 
Esto ultimo imposibilita su uso en ingenieria genetica cuando se requieren]-.*] 
secuencias de ADN reguladoras que garanticen que no haya expresion de los; * • 

20 genes quimericos fuera de la semilla: por ejemplo, cuando la expresion fuera de % .[; # 
lugar de estos genes pueda afectar a la viabilidad, el crecimiento o la salubridad^-- 
de las plantas transgenicas. Para solucionar estos problemas hemos modificado 
las secuencias reguladoras del gen Ha hsp17.7 G4 de forma que genes 
quimericos que contengan estas secuencias mantengan su expresion en 

25 semillas y pierdan su induccion por calor; procedimiento utilizable para la 
modificacion y uso similar de secuencias reguladoras de otros genes sHSP 
expresados en semillas [Almoguera, Prieto-Dapena y Jordano, solicitud de 
patente #9602746 (Oficina Espanola de Patentes)]. De forma alternativa, 
tambien hemos propuesto un uso similar para el promoter y las secuencias 

30 reguladoras del gen de girasol Hahsp17.6 G1 t que unicamente se expresa en 
semillas. Dicho gen no responde al calor o a otro tipo de estres (frio, 
desecacion, tratamiento hormonal con ABA) en tejidos vegetativos [Carranco, 
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Almoguera y Jordano, solicitud de patente #9701215 (Oficina Espafiola de 
Patentes). 

En la presente solicitud proponemos usos analogos alternatives para el 
promoter y las secuencias reguladoras del gen LEA de girasol Ha ds10 G1. El 
5 gen Ha ds10 G1 esta incluido en un clon genomico correspondiente a un ADNc 
descrito previamente (Ha ds10 t numero de acceso X50699) cuyos patrones de 
expresion se conocian de forma incompleta [Almoguera y Jordano, Plant Mol. 
Biol. 19:781-792, 1992]. El promotor y secuencias reguladoras de este gen (Ha 
ds10 G1) han sido clonados y se describen, caracterizan y utilizan por primera 

10 vez en los ejemplos de esta solicitud. El gen Ha ds10 G1 pertenece a la familia 
de genes LEA (Late Embryogenesis Abundant) de Clase I (tipo D-19 6 LEA-I). 
Estos genes codifican proteinas altamente conservadas en varias especies 
vegetales, y su expresion esta generalmente restringida a semillas y a fases 
tempranas de la germinacion [ver por ejemplo las siguientes revisiones: Dure III, 

15 L., Structural motifs in Lea proteins, en Plant Responses to Plant Dehydration 
During Environmental Stress., Close TJ and Bray EA Eds., Current Topics in 
Plant Physiology 10: 91-103, 1993; y Delseny M, Gaubier P, Hull G, Saez- 
Vasquez J, Gallois P, Raynal M, Cooke R, Grellet F., Nuclear Genes expressed 
during seed desiccation: relationship with responses to stress , en Stress- 

20 induced Gene Expression in Plants (Basra, A. S., ed.), pp. 25-59, Harwood 
Academic Publishers, Reading, 1994]. Los promotores de los genes LEA no han 
sido considerados como buenos candidatos para su uso en proyectos de 
modificacion de sustancias de reserva en semilla, ya que en general presentan 
actividad en fases posteriores a la maduracion de la semilla, como durante la 

25 desecacion del embrion [ver las consideraciones de Kridl JC, Knauf VC, 
Thompson GA, en Control of Plant Gene Expression, pp. 481-498, CRC 
press, 1993]. Sin embargo se conocen genes LEA que se activan en fases de 
maduracion anteriores a la desecacion, como los genes de algodon 
denominados LEA-A [Hughes DW y Galau GA, The Plant Cell 3:605-618, 1991]. 

30 Tambien dentro los genes LEA de clase I se conocen ejemplos de activacion 
anterior a la desecacion, como en el caso de los genes At Em1, emb564, y 
emb1 [respectivamente en arabidopsis, maiz y zanahoria: Gaubier P, Raynal M, 
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Hull G, Huestis GM, Grellet F, Arenas C, Pages M. y Delseny M, Mol. Gen. 
Genet., 238: 409-418, 1993; Williams B, y Tsang A, Plant Mol. Biol., 16: 919- 
923, 1991; Wurtele ES, Wang H, Durgerian S, Nikolau BJ, y Ulrich TH. Plant 
Physiol. 102:303-312, 1993]. Estos ejemplos indicarian el posible uso de 
5 secuencias reguladoras de genes de esta familia para la modificacion de 
semillas. No obstante, su uso concreto estaria limitado tanto por los niveles de # # 

• • • 
■ • * 

expresion alcanzados en cada caso y en cada fase del desarrollo; como por las 

• • • 

distintas especificidades de tejido. As! por ejemplo, aunque en Arabidopsis el 
gen At Em1 se activa tempranamente, su expresion esta fundamentalmente . 

10 restringida a tejidos provasculares de los cotiledones y a tejidos corticales . . 
externos del eje embrionario [Gaubier, P., Raynal, M., Hull, G., Huestis, GM., 
Grellet F., Arenas, C, Pages, M., y Delseny, M., Mol. Gen. Genet., 238: 409- ; : 
418, 1993]. En el caso del gen emb1 de zanahoria, sus ARNm se localizan : £ : 
preferente en los meristemos del embrion, particularmente en el procambium : 

15 [Wurtele ES, Wang H, Durgerian S, Nikolau BJ, y Ulrich TH. Plant Physiol. :]Y: 
102:303-312, 1993]. No se han publicado las secuenciasgenomicas del 
genemb564, y se desconoce la localizacion precisa de sus ARNm [Williams B, y 
Tsang A, Plant Mol. B/o/., 16: 919-923, 1991]. !.!.! 
La expresion del gen de girasol Ha ds10 G1, asf como su promotor y...J. 

20 secuencias reguladoras presentan, como se describe a continuacion, unas-*- : - 
caracterfsticas unicas entre las de otros miembros de la familia LEA-I; lo que 
hace que dichas secuencias sean potencialmente utilizables en la modificacion 
de semillas mediante ingenieria genetica. 

25 DESCRIPCION DE LA INVENCION 

Con la presente invencion aislamos y caracterizamos en plantas 
transgenicas de tabaco, el promotor y las secuencias reguladoras de un gen 
LEA-I de girasol, Ha ds10 G1. Estas secuencias (Ejemplo 1) presentan unas 
caracterfsticas muy apropiadas para su uso en la modificacion de semillas (por 
30 ej. de sustancias de reservas). Las ventajas de su posible uso en plantas 
transgenicas se muestran mediante otros ejemplos: A.- Estudios de la 
acumulacion y localizacion del ARNm Ha ds10 en el sistema homologo (Ejemplo 
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2). Estos estudios muestran tanto los elevados niveles de expresion alcanzados 
durante la embriogenesis desde fases tempranas de la maduracion, como sus 
absoluta especificidad de semilla, acompanada de una localizacion homogenea 
en embriones que acaba restringiendose fundamentalmente al parenquima en 
empalizada de los cotiledones, un tejido especializado en la acumulacion de 
sustancias de reservas en el girasol. B.- En el ejemplo 3, ilustramos tambien el 
posible uso de dichas secuencias mediante la construcci6n y analisis en plantas 
transgenicas de distintos genes quimericos; usando el promotor y 
combinaciones de distintas secuencias reguladoras de Ha ds10 G1 (5- 
flanqueantes, codificantes, intron y 3'-flanqueantes), con el gen indicador 
(reporter) de la G-glucuronidasa bacteriana (GUS). Estos ejemplos demuestran 
en un sistema heterologo modelo (tabaco) la utilidad de los distintos genes 
quimericos ensayados: alto nivel de expresion y especifidad de semillas desde 
fases tempranas de la maduracion, asf como la contribution funcional de las 
distintas secuencias ensayadas. Mediante los ejemplos adjuntos mostramos que 
la especifidad de semillas esta conferida fundamentalmente por el promotor y 
secuencias 5'-flanqueantes de Hads10G1 (incluyendo secuencias no- 
transcritas y transcritas: como el 5'-UTR y parte de la secuencia codificante). 
Adicionalmente las secuencias 3'-flanqueantes incrementan los niveles de 
expresion en semillas; y el intron los reduce de forma especifica en tejidos no- 
embrionarios. Dada la conservation de la regulation de la expresion de genes 
embrionarios en semillas de plantas, incluidos los genes LEA-I [Thomas TL, en 
The Plant Cell 5:1401-1410, 1993]; estas secuencias podn'an usarse tanto en el 
sistema homologo (el girasol) como en otros sistemas heterologos de gran 
importancia economica (por ejemplo la colza, la soja, el maiz, etc). 

La realizacion practica de esta invencion, representada con los ejemplos 
y figuras adjuntos, utiliza tecnicas convencionales de Biologia Molecular, 
Microbiologia, ADN recombinante; y de produccion de plantas transgenicas, que 
son de uso comun en laboratories especial izados en estos campos. Estas 
tecnicas estan explicadas con suficiente detalle en la literatura cientffica [veanse 
por ejemplo: Sambrok J, Fritsch EF, y Maniatis T, Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor laboratory Press, 2 a Edicion, 1989; 
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Glover DM, DN A Cloning, IRL Press , 1985; Lindsey K.. Plant Tissue Culture 
Manual, Kluwer Academic Publishers, 1993; y Gelvin SB, Schilperoort RA, 
Verma DPS, Plant Molecular Biology Manual, Kluwer Academic Publishers , 
1992]. Para otros detalles mas espedficos, se citan las referencias bibliograficas 
5 pertinentes en el lugar correspondiente de esta solicitud. 

EJEMPLO 1: clonacion. determinacion del mapa de restriction, secuencia 

• • • 

nucleotidica. v analisis del promotor de Ha ds10 G1. 

Para obtener el clon Ha ds10 G1 se rastreo la genoteca de ADN*"** : 

genomico de girasol descrita por Coca etal. [Plant Mol. Biol. 31: 863-876, 1996], >: 

10 con la sonda correspondiente al ADNc completo Ha ds10 [Almoguera ^ 

Jordano, Plant Mol. Biol. 19: 781-792, 1992]; usando las condiciones de* 

hibridacion y procedimientos estandard de clonacion molecular descritos con. . 

suficiente detalle en la primera de estas referencias (Coca et a/., 1996). Asi, : : " # : 

♦ ♦ • * 

aislamos un fago (IGEM11) con un inserto de ADN genomico de girasol de : 
15 aproximadamente 16.5 Kb cuyo mapa parcial se muestra en la Figura 1.:]Y: 
Mediante analisis de restriccion, determinamos que dos fragmentos adyacentes 

de Sac I (de 4.2 y 9.3 Kb) contienen las secuencias que hibridan con el ADNc/--' 

• * • 

Se determino un mapa de restriccion detallado del primero de estos fragmentos,j^ # | 
y de parte (A4 Kb) del segundo (Figura 1). Distintos subfragmentos de ADN..!:! 

20 genomico, correspondientes a la region mapeada, se clonaron en el vector-**:* 
pBluescript SK+, dando lugar a los plasmidos cuyo nombre e inserto se indica 
en la Figura 1. A partir de estos plasmidos se determino, en ambas cadenas del 
ADN y por el metodo de Sanger (dideoxi), la secuencia nucleotfdica de 3617 bp 
entre los sitios de Sac I y Sma I (Figura 1, parte inferior). Estos datos se 

25 presentan en la SEQ N° 1 . Mediante comparaciones de secuencia confirmamos 
que parte de la secuencia genomica determinada se corresponde con la del 
ADNc HadslO [Almoguera y Jordano, Plant Mol. Biol. 19: 781-792, 1992; 
numero de acceso en GenBank X59699]. La secuencia de aminoacidos de la 
proteina codificada por el gen Ha ds10 G1 se indica bajo las secuencias 

30 nucleotidicas correspondientes. En el ADN genomico, la zona codificante esta 
interrumpida por un intron anomalamente largo (de 1024 bp), aunque situado en 
una posicion conservada en otros genes LEA de clase I [ver datos revisados por 
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Simpson GC, Leader DJ, Brown JWS y Franklin T, en Charasteristics of Plant 
pre-mRNA Introns and Transposable Elements; Plant Mol. Biol. LabFax, pp. 183- 
252; Croy RRD Ed., Bios Scientific Publishers Ltd. 1993]. La unica diferencia, 
entre las secuencias gen6micas que codifican el ARNm y las del ADNc, fue una 
inversion de dos nucleotides (GC en vez de CG) dentro del segundo exon (en 
las posiciones +1176 y +1177 desde el codon de iniciacion); lo que provoca un\'" 
cambio de un aminoacido (S en vez T) en la secuencia de la proteina. La # - # - 

diferencia se debe a un error (debido a una compresion) en la lectura inicial de . 

• • • 

las reacciones de secuencia del ADNc. Las secuencias de Ha ds10 G1 que. 

hemos determinado incluyen tambien 1576 bp, del promoter del gen y" 

secuencias S'-flanqueantes; y 553 bp de secuencias genomicas 3-flanqueantes . . 

no presentes en el ADNc original. ! 

■ • 

* • « • 

Mediante la tecnica de extension del cebador {primer extension), se: 
determinaron tres posibles sitios de iniciacion de la transcripcion en el promoter :*Y 
de HadslO G1. Dos de estos sitios han sido confimnados mediante otras 
tecnicas (sitios 1 y 2, indicados por flechas en la SEQ N° 1). Para ello se utilizo, 5 — : 
segun el procedimiento descrito por Domon et al. [Domon C, Evrard JL, Pillay j.!.j 
DTN, y Steinmetz A. Mol. Gen. Genet 229:238-244, 1991], ARN total de..!:! 
embriones de girasol hibridado con el cebador sintetico: 5'--- : * 
CTCCTGTTCCGGAATTTTGCGTGT-3'; cuya secuencia corresponde a la de la 
cadena no codificante de Ha ds10 G1, entre las posiciones +25 y +48, desde el 
codon de iniciacion. Las hibridaciones con el cebador se hicieron a 62°C. Los 
hfbridos se extendiejron con transcriptasa reversa de AMV, durante 90 min. a 
42°C. Los productos de extension se analizaron en geles de secuenciacion 
PAGE al 6%, junto con reacciones de secuencia producidas usando el mismo 
cebador. Los sitios de iniciacion 1 y 2 (en las posiciones -33 y -25; ver SEQ N° 
1 ) son funcionales, y se detectan de forma independiente usando la tecnica de 
proteccion f rente a la ribonucleasa A (RNAsa A, ver Figura 3A). Un tercer sitio 
de iniciacion (sitio 3, en la posicion -119 de la SEQ N°1) no fu confirmado 
claramente, mediante dicha tecnica. Estos sitios de iniciacion delimitan 
funcionalmente el extremo 3' del promotor del gen Ha ds10 G1. 
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El analisis de las secuencias proximales del promotor del gen Ha ds10G1 
mostro que dos de los sitios de initiation detectados (los sitios 1 y 2) se 
encuentran a una distancia apropiada de una posible secuencia TATA (en la 
posici6n -86). El posible sitio mas distal (sitio 3, -119) no tiene secuencias TATA 
claras situadas en su proximidad. Ademas de estos elementos del promotor, se 
observaron dos posibles "cajas" RY (RY1 e RY2 en las posiciones -129 y -65 de . 
la SEQ N° 1), como las que participan en regulation de la expresion en semillas* 
de numerosos genes de plantas [Dickinson CD, Evans RP, y Nielsen RC, en 
Nucleic Acids Research 1 6: 37 1 , 1 988 ]. 

Hemos modificado la caja RY1 situada en -129; verificando, mediante. 

• 

experiments de expresion transitoria en embriones de girasol, su requerimiento 
funcional para la trans-activacion del promotor de Hads10G1 por factores . 
transcripcionales de tipo ABI3 [Giraudat J., Hauge BM, Valon C, Smalle J, Parcy : 
F, Goodman HM en The Plant Ceil A: 1251-1261, 1992]. Para ello, preparamos : 
modificaciones de las fusiones ds10::GUS construidas para estudios en plantas : 
transgenicas (ver el Ejemplo 6.3 y la Figura 5). Los genes quimericos contenidos 
en dos de estas fusiones (ds10F1y ds10F2) se purificaron como fragmentos de 
ADN que se subclonaron por ligation en el vector pBluescript SK+ (Promega); 
cambiando asi las secuencias del vector binario por otras de menor tamano, 
mas utiles para realizar experimentos de expresion transitoria. Asi, usando el 
fragmento Sal I - Eco Rl (con el gen quimerico obtenido a partir de ds10F1), 
obtuvimos el plasmido pSKds10F1. En el caso de ds10F2, el fragmento de Sph I 
- Eco Rl (desde la position -125 en Ha ds10 G1, hasta el extremo 3' de nos) se 
ligo al fragmento complementario (que contiene el promotor y secuencias 
5'flanqueantes de Ha ds10 G1), purificado tras la digestion de pSKds10F1 con 
Sph I y Eco Rl, resultando en el plasmido pSKds10F2. Finalmente a partir de los 
plasmidos pSKds10F1 y pSKds10F2 (mapas no mostrados) se obtuvieron 
versiones mutagenizadas de los mismos tras la digestion de su ADN con Sph I, 
haciendo romos los extremos resultantes mediante tratamientos con ADN 
polimerasa de T4. seguidos de re-ligacion del ADN. De esta forma obtuvimos los 
plasmidos pSKds10F1/ERY y pSKds10F2/ERY (mapas no mostrados). Estos 
plasmidos difieren unicamente en una deletion de 5 nucleotides entre las 
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posiciones -126 y -122 del promoter de Ha ds10 G1. Estos cambios destruyeron 

la caja RY1 presente en los genes quimericos ds10F1 y ds10F2 (ver Figuras 1, 

2 y 5), lo que se verifico mediante reacciones de secuenciacion por el metodo de 

Sanger (dideoxy), usando el cebador 5'CTCCTGTTCCGGAATTTTGCGTGT3 , 

(cadena no codificante de Ha ds10G1 t entre las posiciones +25 y +48 ). 

Los experimentos de trans-activacion en expresion transitoria se 

realizaron mediante el bombardeo de embriones de girasol con proyectiles : 

• 

cubiertos de mezclas de ADN de distintos plasmidos. Estas mezclas contienen' 
un plasmido de referenda, pD0432 [Ow DW, Wood KV, deLuca M, de Wet JR, 
Helinski D y Howell SH. Science 234: 856-859, 1996], con el gen de la luciferasa. 
(LUC) de luciernaga (Photinus pyralis) bajo el control del promotor CaMV 35S; la* 
fusion ds10::GUS ensayada en cada caso (con las secuencias RY1 intactas o. 
modificadas),y un plasmido efector, pABI3, que expresa el factor ABI3 bajo el : 
control del promotor CaMV 35S. pABI3 se obtuvo sustituyendo el ADNc de Pv; 
ALF en el plasmido pALF [Bobb AJ, Eiben HG, y Bustos MM en The Plant: 
Journal 8: 331-343, 1995], por el ADNc de ABI-3. El ADNc de ABI3 se clono 
como un fragmento Xba I (hecho romo con klenow) - Eco Rl (parcial), purificado : 
a partir del plasmido pcabi3-4F [Giraudat J., Hauge BM, Valon C, Smalle J, : 
Parcy F, Goodman HM en The Plant Cell 4: 1251-1261, 1992]. El plasmido 
pABI3 se anade a la mezcla, o se omite, para probar el efecto del factor ABI3 
sobre la expresion GUS de la fusion ensayada. Los experimentos se realizaron 
esencialmente como se describe por Bobb er a/., [Bobb AJ, Eiben HG, y Bustos 
MM en The Plant Journal 8: 331-343, 1995], con las siguientes modificaciones. 
Los embriones de girasoi (17-20 dpa) se prepararon como sigue. Las semillas 
de girasol se esterilizan con lavados en etanol 70% durante 1 min, y en 2% de 
hipoclorito sodico con una gota de Triton X-100 durante 40 min, finalizados con 
varios lavados con agua destilada; tras los que se pelan en condiciones 
esteriles. Los embriones se cortan longitudinalmente (separando sus dos 
cotiledones) y se colocan con la superficie cortada, sobre placas con medio 
solido MS, que contiene 2% sacarosa y 0.5 M sorbitol. A continuacion se 
precultivan durante 2-4 h en oscuridad y temperatura ambiente (25°C). Todos 
los plasmidos fueron purificados usando el Quantum midiprep kit (Biorad). 
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Normalmente se usaron para cada disparo: 0.2 |jg del plasmido de referenda, 1 
pg del plasmido ds10::GUS y 1 pg del plasmido efector (o la misma cantidad del 
plasmido pJIT82 en los controles negativos). Para la preparation de las 
particulas de oro, asf como la precipitation del ADN sobre las mismas, se siguio 
5 el metodo descrito por Chern et al. [Chern MS, Bobb AJ y Bustos M. The Plant 
Cell 8: 305-321, 1996]. El bombardeo de particulas se llevo a cabo con el # 

• • • 

sistema Biolistic PDS-1000 He (Biorad). Las condiciones de bombardeo fueron: : ."*\ 

* » 

Membrana de ruptura de 1550 psi, particulas de oro de 1.6 pm de diametro," # *** : 

distancia de ia membrana de ruptura al macrocarher de 8 mm, distancia del . 

« 

10 macrocarher a la rejilla de 6 mm; y distancia al tejido a bombardear de 6 cm. Los. ^ 

cotiledones bombardeados se incubaron durante 24 h a 28 °C en la oscuridad;* 

tras lo cual se ensayo la actividad GUS (referida a la actividad LUC), como se. . 

describe por Bobb et al. [Bobb AJ, Eiben HG, y Bustos MM en The Plant Journal : : " : 

• • • • 

8: 331-343, 1995]. : :": 

15 La adicion del plasmido efector pABI3 tuvo un efecto claro sobre la:]]:]: 

expresion relativa de GUS/LUC en bombardeos con la fusion pSKds10F2 
(incremento medio de actividad relativa A46.2X). En cambio, si la trans- 
activacion se hace con el mismo plasmido mutado en la caja RY1 [ ] \ 
(pSKds10F2/ERY1), se observo un descenso significativo del incremento medio 
20 de actividad relativa debido al efecto de ABI3 (A26.3 X). Este resultado, 
mostrado en la figura 2, confirma el requerimiento funcional de la secuencia RY1 
(posicion -129 en la SEQ N° 1). Por lo tanto esta caja RY participa en la 
activacion transcripcional en semillas del promotor Ha ds10 G1 t por factores del 
* tipo ABI3 [Giraudat J., Hauge BM, Valon C, Smalle J, Parcy F, Goodman HM en 
25 The Plant Cell 4: 1251-1261, 1992]. Otras secuencias del promotor (por ej. RY2 
en -65) tambien pudieran contribuir al efecto de transactivacion observado, ya 
que la mutacion ensayada no destruye completamente el efecto activador de 
ABI3. 



30 EJEMPLO 2: Acumulacion y localizacion especffica del mRNA Ha ds10 en 
embriones de qirasol: 
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Los patrones de acumulacion de los ARN mensajeros del gen Ha ds10G1 
se determinaron mediante la tecnica de la protection frente a la Ribonucleasa A 
(RNAsa A), descrita con detalle por Almoguera et al. [Almoguera C, Coca MA, 
Jordano J. Plant Physiol. 107: 765-773, 1995].Para ello, se utilizaron muestras 
de ARN total preparadas a partir de embriones de semillas en distintos estados 
de desarrollo en condiciones normales de crecimiento [Almoguera y Jordano, 

• 

Plant Mol. Biol. 19: 781-792, 1992; Coca et al., Plant Mol. Biol. 25: 479-492, * 
1994]; de germfnulas de 3 dias tras la imbibition (dpi); y de distintos organos de* 
plantas adultas antes de la floracion. Los ARN de germinulas y plantas se 
prepararon a partir de material vegetal obtenido tanto en condiciones de 
crecimientro controlado [Almoguera y Jordano, Plant Mol. Biol. 19: 781-792," 
1992; Coca MA, Almoguera C, y Jordano J. Plant Mol. Biol. 25: 479-492, 1994; , 
Coca MA, Almoguera C, Thomas TL, y Jordano J. Plant Mol. Biol. 31: 863-876 '. 
1996], como tras tratamientos de estres: deficit de agua [Almoguera C, Coca : 
MA, y Jordano J. Plant J. 4: 947-958, 1993; Coca MA, Almoguera C, Thomas TL, : 
y Jordano J. Plant Mol. Biol. 31:863-876, 1996]; o tras la adicion de hormonas 
como el acido abstisico [Almoguera C y Jordano J. Plant Mol. Biol. 19: 781-792, : 
1992; Coca MA, Almoguera C, Thomas TL, y Jordano J. Plant Mol. Biol. 31: 863- J 

• 

876, 1996]. Las condiciones empleadas en cada tratamiento se describen con 
detalle en las referencias citadas en cada caso. La ribosonda usada para» 
detectar los ARNm de Ha ds10 G1 tiene una longitud de 396 nucleotides, de los 
cuales 63 son secuencias del vector pBluescript SK+ y el resto la secuencia de 
la cadena no-codificante de Ha ds10 G1 entre las posiciones +212 y -121 
(Sph I). Esta sonda hibrida con el extremo 5' de los ARN mensajeros de Ha ds10 
G1, sobrepasando el sitio mas distal de initiation de la transcription (sitio 3, 
SEQ N° 1), lo que permite detectar ARN mensajeros (ARNm) producidos a partir 
de los tres sitios de initiation y la verification experimental de las posiciones de 
initiation. Esta ribosonda se preparo por transcription in vitro, usando la ARN 
polimerasa T3, y como molde ADN del plasmido ds10G1S3/E4.4. (Figura 1) que 
contiene las secuencias de Ha ds10G1 entre -1576 (Sal I) y +212, clonadas en 
el vector pBluescript SK+. 
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Los resultados en la Figura 3 muestran que los ARN mensajeros de Ha 
ds10 G1 se detectan unicamente en semillas. Los niveles mayores de 
acumulacion se observan en torno a 18-20 dpa, detectandose la expresion del 
gen a partir de los 10 dpa y desapareciendo tras la germinacion (Figura 3). Los 
5 tratamientos con ABA, o deficit de agua no indujeron la acumulacion de los ARN 
mensajeros de Ha ds10 G1 (datos mostrados para ABA en germinulas; Figura 
3). Como control positivo en las muestras de ARN analizadas para los distintos 
tratamientos, realizamos hibridaciones (datos no mostrados) con otra ribosonda ^ 

• • • 

de 651 nucleotidos del gen Ha hsp17.7 G4, descrita anteriormente [Coca et al., : 

10 Plant Mol. Biol. 31: 863-876, 1996]; ya que dicho gen se expresa en respuesta a"-'- : 

los distintos tratamientos ensayados. Estos analisis demostraron que los ARNm . 

de Ha ds10 G1 se acumulan exclusivamente en semillas, en condiciones 

normales del desarrollo y desde etapas tempranas de la maduracion, * 

confirmandose la iniciacion a partir de al menos los sitios 1 y 2 (indicados en,^, ( 

15 SEQ N° 1 ). La banda indicada por el numero 3 (Figura 3) no coincide bien con el . .•*. 

tamano esperado para el sitio de iniciacion 3 (SEQ N°1). Esta banda pudiera- 

deberse a la proteccion de secuencias de ARN mensajeros de un gen muyfV: 

homologo; o bien del mismo Ha ds10 G1 t conteniendo secuencias del intron 

(ARNm sin procesar). \\y* m 

« • ■ 

20 La distribucion de los ARNm de Ha ds10 G1 en embriones de girasol, fue • ' [ 

investigada mediante experimentos de localizacion por hibridacion in situ. Para 
ello los embriones se incluyeron en parafina, fijaron, seccionaron, e hibridaron 
con sondas especificas; esencialmente como se describe por Molinier [en la 
tesis: Diplome D' Etudes Approfondies de Biologie Cellulaire et Moleculaire, 

25 Universite Louis pasteur, Strasbourg, 1995]. El tiempo de fijacion se incremento, 
desde 1 6 h a 4°C hasta 5 dias, aumentando segun la edad de los embriones. La 
deshidratacion de los embriones fijados se hizo por incubaciones sucesivas (2 
veces cada una durante 30-90 min.) en etanol al 
10%,20%,30% I 40%,50%,60% > 70%,95% 1 y 100%; seguidas de immersion en 

30 tolueno al 100% (1-3h, 2 veces). Los embriones fijados se incluyeron primero en 
tolueno:parafina (1:1), a 65°C durante 6-15 h, seguido de 5 inclusiones 
consecutivas en parafina, a 60°C durante 5-15 h. Las prehibridaciones e 
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hibridaciones con las sondas se hicieron a 45°C. La ribosonda espectfica de Ha 
ds10 G1 t correspondiente al extremo 3 1 - del ARNm, se preparo como sigue. El 
plasmido ds10G1S1 (Figura 1) se uso como molde para preparar dos sondas 
por transcripcion in vitro [Almoguera C, Coca MA y Jordano J. Plant Physiol. 107: 
5 765-773, 1995] marcando con DIG-UTP. La sonda ds10-3'(-) se obtiene 
digiriendo el ADN del plasmido con Pvu II y efectuando la transcripcion con ARN 
polimerasa T3. Esta sonda corresponde a la cadena no-codificante de Ha ds10 
G1 entre las posiciones +1202 (Pvu II en el segundo exon) y +1592 (extremo 3'). 

• * 

La segunda sonda [dslO-3 1 (+), usada como control], se preparo digiriendo el 
10 ADN de Ha ds10 G1S1 con Bam HI (en el poly/inker); y efectuando la 
transcripcion con ARN polimerasa T7. La sonda ds10-3'(+) contiene la cadena 

« * • - 

codificante de Ha ds10 G1, entre las posiciones +870 y +1592. La especifidad 
de hibridacion se determino mediante experimentos de Southern similares a los * 
descritos por Almoguera y Jordano [Plant Mol. Biol. 19: 781-792. 1992]. Mientras . 
15 la hibridacion con una sonda del ADNc completo detecta bandas I 

correspondientes a unos 4-5 genes distintos en el genomio de girasol . 
[Almoguera C, y Jordano J. Plant Mol. Biol. 19: 781-792, 1992]; usando la sonda .•*!". 
ds10-3'(-) podemos detectar un unico gen (con una ligera hibridacion cruzada 
con otro; datos no mostrados). 
20 Los resultados obtenidos en los experimentos de localizacion de ARN se i : : 

9 * • • • 

muestran en la Figura 4. La sonda ds10-3'(-) es complementaria y de polaridad 
opuesta a los ARNm de Ha ds10 G1, lo que permite su deteccion. Los 
resultados obtenidos concuerdan con tos datos de proteccion mostrados en la 
Figura 3, y muestran su acumulacion en embriones desde los 12-15 dpa (Figura 

25 4A) hasta los 21-28 dpa (Figuras 4C, F y H). Esta acumulacion ocurre a niveles 
altos, lo que se deduce del corto tiempo preciso para su deteccion histoquimica 
(2-4 horas). En embriones inmaduros (Figura 4A) la distribucion de los ARNm de 
Ha ds10 G1 es homogenea y comparable (Figura 4B) a la del ARNr 18S, que se 
detecta usando otra ribosonda correspondiente al fragmento G (Eco Rl) del gen 

30 18S de rabano [descrito por Delcasso-Tremousaygue D, Grellet F, Panabieres 
F, Ananiev E D, y Delseny, M. En Eur. J. Biochem. 172: 767-776, 1988]. En 
embriones mas maduros (21 dpa, Figura 4C) los ARNm de Ha ds10 G1 se 
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localizan tambien bastante homogeneamente, comenzando a detectars una 

acumulacion mas intensa en los haces vascularis (procambium), algo que no se 

observa con la sonda del ARNr 18S ni en este ni en otros estadios del desarrollo 

(Figuras 4D ( B y G). Finalmente a los 28 dpa, los ARNm de Ha ds10 G1 se 

5 localizan preferente en el parenquima en empalizada, un tejido especializado en 

la deposicion de sustancias de reserva, situado en la cara interna de los 

cotiledones (Figuras 4F y H). Las localizaciones con la sonda ds10-3' (+), de la 

misma polaridad que los ARNm de Ha ds10 G1, no dieron senates de^ 

• • • 

hibridacion; lo que controlo los experimentos descritos anteriormente (comparar 1 /-* 
10 las Figuras AC y E). Estos experimentos demostraron que los patrones de*" ## 
expresion de los ARNm de Ha ds10 G1 en girasol son muy especiales. La . 
expresion observada en semillas, con altos niveles de acumulacion desde^ m 
etapas tempranas de la maduracion embrionaria (10-12dpa), se combina con 
distribuciones espaciales que cambian desde la homogeinad hasta la mayor ; ; 
15 abundancia en tejidos de deposicion de sustancias de reserva (parenquima en. 
empalizada). La distribucion y patrones de acumulacion de los ARNm de \ 
ds10 G1 es distinta a la que presentan otros genes vegetales pertenecientes a:]]:]; 
la misma familia [Wurtele ES, Wang HQ, Durgerian S, Nikolau BJ y Ulrich TH. 
Plant Physiol. 102: 303-312, 1993; Gaubier, P., Raynal, M. f Hull, G., Huestis, 

*» • • 

20 GM., Grellet, F., Arenas, C, Pages, M., y Delseny, M., Mol. Gen. Genet, 238:;.].: 

a • 
o • 

409-418, 1993]. Estos resultados indican la posible utilidad, para la modificacion 
de semillas por Ingenieria genetica, de genes quimericos que incorporen las 
secuencias reguladoras de Ha ds10 G1. 

25 EJEMPLO 3: Construccion de genes quimericos ds10G1::GUS v su analisis en 
plantas transaenicas de tabaco:. 

Como ejemplo para los posibles usos del promotor y las secuencias 
reguladoras del gen Ha ds10 G7,en la construccion de genes quimericos con 
expresion especifica en semillas de plantas transgenicas, describimos a 

30 continuacion la construccion y el analisis en plantas transgenicas de tabaco de 4 
fusiones traduccionales ds10G1::GUS (Figura 5). Dichas fusiones contienen, 
para su analisis funcional, el promotor y distintas combinaciones de secuencias 
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flanqueantes e intragenicas del gen Ha ds10 G1. Estas 4 fusiones proporcionan 
elevados niveles de expresion del gen indicador (GUS) en semillas desde 
etapas tempranas de la maduracion (Figura 6), confirmando nuestras 
observaciones en el sistema homologo (Ejemplo 2, Figures 1-4). 

La primera de estas construcciones, ds10F1 (Figura 5) se obtuvo a partir 
del plasmido ds10G1S3 (Figura 1), que contiene las secuencias genomicas de 
Ha ds10 G1 entre Sal I (-1576) y Eco Rl (+1086), subclonadas en los sitios de 
restriccion correspondientes del vector pBluescript SK+ (Promega). Mediante. 
tratamiento con Exonucleasa III del ADN de ds10G1S3 (previamente digeridoV" 
con Hind III y Pst I), se delecionaron las secuencias de Ha ds10 G1 entre Eco Rl ***** 
(+1086) y la posicion +98 (en el primer exon), dando lugar al plasmido <:> 
ds10G1S3/E10.5 (Figura 1). Dicho plasmido de digirio con Bam HI (diana de. * . 
restriccion del polylinker situada immediatamente adjacente a la posicion +98 de " 
Ha ds10 G1), rellenandose a continuacion los extremos del ADN digerido. . 
usando el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa I. A continuacion el ADN : : " 

* « * • 

se digirio con Sal I, purificandose el fragmento de 1679 p.b. que contiene las: :** 
seuencias de Ha ds10 G1 entre Sal I (-1576) y el extremo relleno de Bam HI. 

* * • 

Este fragmento se clono entre los sitios de Sal I y Sma I del vector binario 

* * • 

pBI 101.2, resultando en ds10F1, una fusion traduccional que contiene 1576 '•••* 
nucleotidos de secuencias 5 '-flanqueantes de Ha ds10 G1 (desde el ATG) y los j.j.j 

» • 

primeros 98 nucleotidos de ta zona codificante, en fase con el gen GUS (Figura 
5). La fusion ds10F2 se derivo a partir de ds10F1 mediante la insercion de un 
fragmento de ADN genomico de Ha ds10G1 comprendido entre las posiciones 
(Figura 1) de +1205 (Pvu II), y Eco Rl (A+4670). Dicho fragmento contiene parte 
del segundo exon y A3370 nucleotidos de secuencias 3-flanquentes (a partir de 
codon de terminacion en la posicion +1301); y reemplaza a las secuencias nos- 
3' en la fusion ds10F1. El inserto Pvu II- Eco Rl se purifico a partir de ADN del 
plasmido ds10G1S2 (Figura 1 ). Para la insercion de dicho fragmento, el ADN de 
ds10F1 se digirio con Sac I y los extremos del ADN se hicieron romos mediante 
tratamiento con la ADN polimerasa I de T4. A continuacion, el ADN asi tratado 
se digirio con Eco Rl, purificandose el fragmento con las secuencias de 
Hads10G1. Este fragmento se ligo al inserto Pvu II- Eco Rl anteriormente 
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descrito (con las secuencias 3'-flanqueantes de Ha ds10 G1), resultando en la 
fusion ds10F2 (Figura 4). La fusion ds10F2/E (Figura 4) se obtuvo a partir de 
ds10F2, mediante la deleccion de las secuencias 3'-flanqueantes de Ha ds10G1 
entre Xba I (A+2830) y Eco Rl (A+4670). Para ello, ei ADN de ds10F2 se digirio 
5 con ambos enzimas; religandose, tras hacer romos los extremos de ADN 
resultantes con el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa I. Finalmente, la 
cuarta fusion (ds10F3, Figura 5) se obtuvo a partir de un fragmento de ADN 
genomico de Ha ds10 G1 entre Sal I (-1576) y Pvu II (+1204), purificado a partir 
del plasmido ds10G1S6 (Figura 1) tras la digestion con ambas enzimas de:**.. : 
10 restriccion. Este fragmento se ligo con ADN del vector pBI101.3, digerido*- # - 

previamente con Sal I y Sma I. La fusion ds10F3 contiene de esta forma el # 

• • • 

promotor y las mismas secuencias 5'-flanqueantes de Ha ds10 G1 presentes en 
la fusion ds10F1, asi como el primer exon (de +1 a +145), el intron completo (de : " 
+146 a +1169) y parte del segundo exon de Ha ds10 G1 (de+1170 a +1204),^ # 
15 fusionado en fase con el gen GUS de pBI 101.3. En todos los casos la". .-. 
secuencia de nucleotidos correspondiente a la zona de fusion, entre las. 

• * * * 

secuencias GUS y las de Ha ds10 G1, se comprobo mediante reacciones de.-y. 
secuenciacion con el metodo de Sanger (dideoxi), usando como cebador las 

• • • 

secuencias de GUS: S'-ACGCGCTTTCCCACCAACGCTG-SV \.. : 
20 El ADN-T en lasfusiones ds10F1, ds10F2, ds10F2/E, y ds10F3 (Figura 5): • I 

fue movilizado desde A. Tumefaciens (LBA 4404), obteniendose distintas 
plantas transgenicas de tabaco con integraciones independientes de cada gen ' 
quimerico. Estas plantas fueron obtenidas y caracterizadas mediante 
procedimientos estandard que se describen con detalle por Coca MA t 
25 Almoguera C, Thomas TL y Jordano J, [en Plant Molecular Biology . 31: 863-876, 
1996]. En dichas plantas, la expresion del gen GUS se analizo tanto en semillas 
en desarrollo en condiciones normales de crecimiento (sin estres exogeno); 
como en tejidos de germinulas, investigandose en este ultimo caso los cambios 
de expresion inducidos por tratamientos con ABA y de desecacion. Los analisis 
30 de semillas se realizaron con las plantas transgenicas originales (TO); mientras 
que para los de germfnulas se utilizaron descendientes de estas plantas (T1), 
segregantes para los genes quimericos. Se hicieron tanto estudios cuantitativos, 
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mediante el analisis fluorimetrico de los niveles de expresion GUS y de sus 

patrones temporales, como estudios cualitativos analizando histoqufmicamente 

los patrones espaciales de expresion (especificidad de tejido). Estos estudios se 

hicieron como se describe con detalle por Coca MA, Almoguera C, Thomas TL y 

Jordano J, [en Plant Molecular Biology, 31: 863-876, 1996]. En total se 

obtuvieron y analizaron los siguientes numeros (entre parentesis) de plantas 

transgenicas de tabaco, TO "funcionales", con los genes quimericos ds10F1 

(14), ds10F2 (7), ds10F2/E (8) y F3 (23). Estas plantas mostraron elevados 

niveles expresion del gen GUS en semilla (como consecuencia de la actividad^"- 

* 

del promotor y secuencias reguladoras del gen Ha ds10 G1), segun se ilustra en"-"* 
la Figura 6 (paneles A-C). La integracion de los distintos genes quimericos en el 

• • • 

ADN de las plantas transgenicas fue caracterizada mediante Southerns 
genomicos usando sondas de la region codificante de gen GUS; amplificaciones* 
PCR de las secuencias proximas al empalme ds10::GUS, usando los cebadores. 
S'-ACGCGCTTTCCCACCAACGCTG-S 1 (GUS) y 5'-! .» 

GAGTGAACAgAATtcCATCACAACAGGG-3' (dslOEco Rl); o mediante test de.'! :: 

• * * • 

segregacion de la resistencia a la Kanamicina (conferida por el gen nptll ), :*Y 
relizados segun se describe en [Jordano J, Almoguera C, y Thomas TL, The 

• • # 

Plant Cell 1: 855-866, 1989]. Estos analisis determinaron que las plantas T0 : .-. : 
seleccionadas para los estudios de expresion en semillas contenian de 1 a 5: : i 
integraciones independientes del gen quimerico correspondiente. La Figura 6 
(adjuntada con esta solicitud) ilustra los resultados mas relevantes, obtenidos en 
el estudio de la expresion en plantas trangenicas de los genes quimericos 
analizados. Estos resultados se describen con detalle a continuacion. 

La expresion GUS durante la maduracion de las semillas en condiciones 
de crecimiento controladas (sin estres exogeno), se analizo mediante ensayos 
fluorimetricos (Figura 6A) e histoqulmicos (resumen en Figuras 6B-E). Los 
ensayos fluorimetricos se realizaron con semillas en estadfos definidos de 
maduracion, a los 12, 16, 20, 24 y 28 dfas post-anthesis (dpa). Por cada planta 
TO y estadio de maduracion se preparon extractos de dos capsulas florales 
distintas, y se ensayo la actividad GUS con Methilumbeliferilglucoronido (MUG) 
por duplicado (en total cuatro determinaciones de actividad por estadfo de 
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desarrollo y planta transgenica individual). La signification estadistica de las 
diferencias observadas con las distintas fusiones GUS se determino, tras la 
normalization logaritmica de los datos obtenidos, mediante analisis de la 
varianza [ANOVA, ver: Nap JP, Keizer P, y Jansen R, en Plant Molecular Biology 
5 Reporter 11: 156-164, 1993]. Los ensayos histoquimicos se hicieron con 
material diseccionado a partir de semillas, en estadios de desarrollo definidos, 
procedentes de los siguiente numeros de plantas transgenicas: d10F1, 5; 
ds10F2, 6; ds10F2>E, 6; y dsF3, 19. El endopermo y los embriones^ 
diseccionados a partir de semillas individuals se tineron con X-gluc, durante 

• * 

10 150 min a 25°C, analizandose de esta forma aproximadamente 150 semillas de*"** : 
cada planta transgenica. >: . 

« 

Todos los genes quimericos produjeron niveles elevados de expresion ^ # 
GUS en semillas, alcanzandose valores maximos medios de 1.65 x 10 6 pmol 
MU/ mg x min (Figura 6A: a los 24 dpa). Los ensayos histoquimicos confirmaron 
15 estos altos valores de actividad, ya que tanto los embriones (Figuras 6B y C) ; 
como el endospermo (Figura 6C) se tineron fuertemente a partir de los 12 dpa 

• • • 

(Figura 6B). y con solo 150 min de reaction. En ambos casos se observaron 
distribuciones espaciales de la actividad GUS bastante homogeneos (Figura 6B- ttm 

C). Ademas, estos patrones de expresion no difirieron cualitativamente entre las 

• • • 

20 plantas transgenicas de los distintos genes quimericos (datos no mostrados). U y \ 
Los ensayos fluorimetricos revelaron interesantes diferencias .... .»\. 
cuantitativas entre las distintas fusiones ds10::GUS. Estas diferencias dependen ** s - ¥m 
de las secuencias de Ha ds10 G1 presentes en las fusiones. En algunos casos 
se ha podido mostrar la significacion estadistica de estas diferencias (con un 

25 nivel de confianza del 95%), lo que demuestra experimentalmente la 
contribucion de las distintas secuencias ensayadas (promotor y secuencias 5*- 
fla'nqueantes, secuencias codificantes, 3'-flanqueantes, y del intron) a los 
patrones de expresion embrionaria observados. La presencia en las fusiones de 
sequencias 3'-flanqueantes de Ha ds10 G1 incrementa los niveles de expresion 

30 GUS en semillas entre 20 y 28 dpa (comparar las fusiones ds10F2 y ds10F2/E, 
con ds10F1 en las Figuras 5 y 6A). Esta diferencia es estadisticamente 
significativa (por ejemplo a 28 dpa: F= 5.397, P=0.0213), y esta causada por las 
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secuencias de Ha ds10 G1 presentes en la fusion ds10F2/E (ver Figura 5); ya 
que no se encontraron diferencias significativas entre la actividad GUS de 
ds10F2 y ds10F2/E (por ejemplo, tambien a los 28 dpa, F=0.274, P=0.6015; ver 
Figura 6A). En el caso de ds10F2/E, el efecto estimulador de las secuencias 3- 
flanqueantes tambien se produce, y es altamente significativo, en etapas mas 
tempranas de la maduracion embrionaria (Figura 6A, 16 dpa; F=1 6.607, 
P=0.001). En cambio, en estas etapas (entre 12 y 16 dpa) las actividades GUS 
de ds10F1 y ds10F2 no difieren significativamente entre si (por ejemplo, a 16 
dpa: F=2.762, P= 0.0983; ver Figura 6A). En conjunto estos resultados muestran 
que ds10F2/E es la fusion construida y ensayada que funciona mejor en 
semillas de tabaco desde los 16dpa; y que esto se debe al efecto de las 
sequencias 3-flanqueantes de Ha ds10 G1 incluidas en ella. Desconocemos si 
este efecto se produce por mecanismos de activacion transcripcional, 
estabilizacion de ARNm, o por combinacion de ambos tipos de mecanismos. En 
cualquier caso el efecto es claro, y de posible utilidad para disenar nuevos 
genes quimericos de expresion mas eficiente en semillas, desde etapas 
relativamente tempranas de la maduracion embrionaria (vease tambien el 
apartado de "Otros Ejemplos"). 

Por otra parte, la comparacion entre las actividades GUS de las plantas 
con las fusiones ds10F1 y ds10F3 nos permitio investigar los posibles efectos 
de la presencia del intron (y/o de las secuencias codificantes de Ha ds10 G1 en 
las que difieren estas fusiones, Figura 5) sobre la expresion de ambas. En 
semillas de tabaco transgenico estas comparaciones demuestran que la 
presencia del intron (mas el primer exon completo y parte del segundo exon) no 
tiene efectos positivos sobre la expresion GUS, que por lo tanto debe de estar 
basicamente conferidas por el promotor y secuencias de Ha ds10 G1 presentes 
en ds10F1 (Figura 6A). Asi por ejemplo, las actividades de ds10F1 y ds10F3 no 
difieren estadisticamente entre 12 y 28 dpa, salvo a los 20 dpa (F= 4.73, 
P=0.031), y entonces la presencia de las secuencias adicionales en ds10F3* 
redujo significativamente la actividad GUS observada. Por lo tanto, aunque es 
altamente probable que el intron se procese correctamente en semillas de 
sistemas heterologos como el tabaco (carecemos de una prueba formal de ello), 
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su posible papel regulador en el desarrollo embrionario no esta claro. Sin 
embargo otras observaciones no excluyen que las secuencias adicionales de Ha 
ds10 Gf en ds10F3(incluyendo el intron) puedan tener papeles reguladores en - # 
otros tejidos (ver f mas adelante, el efecto de estas secuencias sobre la 

• • • 

• • 

5 expresion residual de las fusiones ds10::GUS en el polen y en germfnulas). 

La especifidad embrionaria (en semillas) de la expresion GUS conferida 
por las secuencias Ha ds10 G1 en plantas transgenicas de tabaco se investigo 
verificandola en otros tejidos; tanto en ausencia de estres, como tras 
tratamientos de desecacion o con ABA. En el caso de las plantas TO, el unico ; — 
10 tejido en el que, tanto mediante ensayos fluorimetricos como histoqufmicos, se 
detecto actividad GUS fue en el polen maduro. En otros tejidos las actividades 
detectadas apenas superaron las del fondo (plantas de tabaco no 
transformadas). Por ejemplo, en hojas de plantas TO de unos dos meses de 
edad: 0-50 pmol MU/ mg x min. Las actividades detectadas en polen son 

• « • 

15 marginales (casi tres ordenes de magnitud inferiores) comparadas con las de 
semillas de las mismas plantas transgenicas. Ademas dicha expresion pudiera 
ser artefactual y depender del uso, como indicador, del gen GUS en las fusiones 
[segun Uknes S, Dincher S, Friedrich L, Negrotto D t Williams S, Thompson- 
Taylor H, Potter S, Ward E, y Ryals J, en the Plant Cell 5: 159-169, 1993]. Sin 

20 embargo, de forma sorprendente, observamos que la actividad medida en el 
polen de 9 plantas ds10F3 fue (136 ±64 pmol MU/ mg x min) significativamente 
inferior a la de 5 plantas ds10F1 (6427 ±1294 pmol MU/ mg x min; F= 72.573, P= 
0.0001). Esto ultimo pudiera indicar que, a diferencia de lo que ocurre en 
semillas durante la mayor parte de la maduracion del embrion (Figura 6A), la 

25 presencia de las secuencias adicionales de Ha ds10 G1 en ds10F3 (incluyendo 
el intron) pudiera reducir la expresion, de genes quimericos que las contengan, 
en otros tejidos o momentos del desarrollo. 

Adicionalmente, se verified si la expresion de las fusiones ds10::GUS 
puede inducirse por hormonas (ABA) o tratamientos de estres (deficit de agua) 

30 en plantas transgenicas (T1) de tabaco en distintos momentos de su ciclo 
vegetative Para ello seleccionamos, tras germinacion en medio MS con 300 
|jg/ml de kanamicina, descendientes de 8 plantas originates distintas 



conteniendo las fusiones ds10F1, ds10F2/E y ds10F3; y otras 6 con ds10F2. 
Las germinulas resistentes se transplantaron a medio MS. Se realizaron 
distintos experimentos con germinulas, tanto a 8 como a 15 dfas tras la lm 
imbibicion. Para los tratamientos con ABA, las germinulas se transplantaron a 
5 placas de MS suplementadas con 100 pM ABA y se cultivaron en dicho medio 
durante 4 dfas a 25 °C y con iluminacion. Las germinulas control tambien se 
transplantaron a medio MS sin ABA. El estres hfdrico se provoco colocando a Zmmm 
las germinulas durante unas 5-6 horas dentro de una cabina de flujo entre dos 
papeles de filtro. Tras los distintos tratamientos, las germinulas se procesaron 
10 bien individualmente (para los ensayos histoqufmicos con X-gluc, mediante 
incubaciones de 14 h a 25 °C); o conjuntamente (pool analysis), para los 

• • • 

ensayos fluorimetricos de la actividad GUS, realizados como se ha descrito : .« : . 
anteriormente. Los tratamientos de plantas transgenicas adultas, se hicieron ... 
usando plantas individuates propagadas como clones vegetativos obtenidos de 

• • * 

15 cada planta original. Para ello, las germinulas seleccionadas de cada planta-- : -J 

• * 

transgenica se transplantaron a vermiculita embebida con medio Hoagland 0.5X. 

# 

De cada germinula se obtuvieron tres explantes completos, que tras recuperarse 
se pusieron en cultivo hidroponico en medio Hoagland Ifquido (0.5X). Los 
experimentos se realizaron cuando las plantas se habfan recuperado por 

20 completo del proceso de propagacion, y tenfan rafz, tallo y unas 10-12 hojas. 
Por lo tanto, para los distintos tratamientos se usaron plantas identicas 
geneticamente procedentes de cada germinula transgenica seleccionada. Los 
tratamientos con ABA se hicieron anadiendo la hormona al medio (100 pM), 
analizandose la actividad GUS en las plantas a las 24h. El estres hfdrico se 

25 indujo retirando la rafz del contenedor con el medio, analizandose igualmente 
las plantas a las 24h tras iniciar el tratamiento. El efecto de los distintos 
tratamientos se analizo en tres experimentos independientes realizados con los 
siguientes numeros de plantas T1 para cada fusion (entre parentesis el numero 
de plantas TO de las que proceden en cada caso): ds10F1, 11 (6); ds10F2, 10 

30 (5); ds10F2/E, 5 (3); y ds10F3, 10 (5). 

Los experimentos realizados tanto con germinulas como con plantas 
adultas confirmaron la especificidad embrionaria de la expresion conferida por 



las secuencias de Ha ds10 G1 a las distintas fusiones; aportando ademas 
indicios adicionales sobre el posible papel regulador de las secuencias de Ha 

ds10 G1 presentes en ds10F3 (incluyendo el intron) mencionadas ;< , m 

anteriormente. Asi, tanto en plantas adultas control, como tratadas, se .• *' ; 

• • • 
• * • • 

5 detectaron actividades GUS minimas (de 3 a 300 pmol MU/ mg x min) en todos 

los tejidos analizados (raiz, tallo, hojas y meristemo apical). Estos niveles de .:. 
actividad estan ligeramente por encima de los valores de fondo y pueden 
detectarse solo fluorimetricamente (datos no mostrados). 

En germfnulas de 8 dpi la expresion de todas las fusiones es unos dos 

• *■ 

10 ordenes de magitud inferior a los valores maximos alcanzados en semillas. Esta 

• • 

expresion decrece rapidamente entre los 8 y 15 dpi (por ej. ds10F1 pasa de 
2864 ±182 a 813±104 pmol MU/ mg x min); y se restringe exclusivamente en los 
tejidos embrionarios (cotiledones), sin detectarse en otros tejidos vegetativos ... 
(radlcula, hipocotilo, hojas) diferenciados tras la germinacion (Figuras 6D y E, y .::.*. 

• • • 

15 datos no mostrados para las otras fusiones). Estos resultados confirman, en I.-.I 
plantas transgenicas de tabaco, la especificidad embrionaria de la regitfacion 
por secuencias de Ha ds10 G1. Ademas de la reduccion general de los valores 
de actividad GUS mencionada anteriormente, se observaron diferencias entre 
los valores de las distintas fusiones, algunas de ellas estadisticamente 

20 significativas. Estas diferencias son similares cualitativamente a las observadas 
en semilla (Figura 6A). Entre ellas, y por su posible interes aplicado, ilustramos 
la reduccion de la expresion tras la germinacion, mediada por las secuencias de 
Ha ds10 G1 presentes en ds10F3 (incluyendo el intron). Este efecto se observa, 
como una reduccion significativa de actividad GUS al comparar los patrones de 

25 expresion de plantas ds10F1 y ds10F3 (Figuras 6D y E). El analisis estadlstico 
de los datos cuantitativos de ds10F1 y ds10 F3 confirmo la significancia de esta 
diferencia, tanto a los 8 dpi (F= 4.36, P= 0.04) como a los 15 dpi (F= 4.39, P= 
0.039). Adicionalmente, con las germinulas de ds10F1 se observo a los 8dpi una 
moderada induccion de GUS por los tratamientos con ABA que es 

30 estadisticamente significativa (de 2864 ±182 a 5790 +733 pmol MU/ mg x min; 
F= 5.413, P= 0.023). En el caso de ds10F3 no hubo induccion significativa por el 
mismo tratamiento (de 1502 ±195 a 2338 ±211 pmol MU/ mg x min; F= 2.58, P= 
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0.11). Los distintos tratamientos no afectaron substancialmente la especificidad 
de tejidos, o el orden de magnitud de la expresion observada para las distintas 
fusiones ds10::GUS (datos no mostrados). 

OTROS EJEMPLOS: 

Igualmente pueden obtenerse, de forma analoga a la descrita con detalle 
en el ejemplo anterior, otros genes quimericos que contengan secuencias 5'- 
flanqueantes, y(o) 3'-flanqueantes (terminadores), y(o) codificantes, procedentes 
del Ha ds10 G1 % combinadas con secuencias procedentes de otros genes. Estos 
ejemplos no suponen complicaeiones tecnicas adicionales a los descritos con 
mas detalle en los apartados anteriores, por lo que son facilmente realizables 
por personas con conocimientos suficientes en el sector de la tecnica de la 
invencion. Asf por ejemplo, en las fusiones ds10::GUS, las secuencias Ha ds10 
G1 pudieran haber incluido otras secuencias 5'-flanqueantes (Figura 1) mas 
largas del mismo gen para aumentar su nivel de expresion en semillas, como 
describimos por ejemplo en [Coca MA, Almoguera C, Thomas TL, y Jordano J, 
en Plant Molecular Biology , 31: 863-876, 1996]. Igualmente, las secuencias 
GUS podnan ser substituidas por otras que codifiquen distintas proteinas o 
peptidos (naturales o artificiales), cuya produccion regulada en semillas de 
plantas pudiera ser de interes industrial. Ejemplos de estas ultimas 
posibilidades, dados de forma no exclusiva, senan la fusion a secuencias de Ha 
ds10 G1 de secuencias codificantes de genes implicados en la biosintesis de 
acidos grasos en semillas [VoelkerTA, Worrell AC, Anderson L, Bleibaum J, Fan 
C, Hawkins DJ, Radke SE y Davies HM, en Science, 257:72-74, 1992], de 
proteinas de reserva con composiciones ricas en determinados aminoacidos 
[Saalbach I, Pickardt T, Machemehl F, Saalbach G, Schieder O, y Muntz K, en 
Molecular and General Genetics 242: 226-236, 1994], o de peptidos con 
actividades antigenicas o farmacologicas [Vandekerckhove J, Van Damme J, 
Van Lijsebettens M, Botterman J, De Block M, Vandewiele M, De Clercq, 
Leemans J Van Montagu, M y Krebbers E, en BioTechnology 7: 929-932, 1989], 
Estas fusiones se realizanan y utilizarian de forma analoga a como se describe 
en las publicaciones citadas a tftulo de ejemplo (dados de forma no excluyente) 
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en cada caso. Para facilitar estas posibilidades, hemos construido un plasmido 
(ds10EC1) que contiene una cassette de expresion que incluye el promotor y las 
secuencias 5'- y 3*- flanqueantes de Ha ds10 G1 presentes en ds10F2/E (ver : . 

• • • 
• 

Figura 5). Entre ambas secuencias y mediante mutagenesis dirigida [Chen E y j 

• • • • 

5 Przybila AE, en BioThecniques 17: 657-659, 1994] hemos anadido un sitio de 
restriccion de Eco Rl, que permite la insercion de secuencias de genes, o 
correspondientes a peptidos, como los mencionados anteriormente (disponibles 
en otros laboratories, o que pudieran disefiarse o sintetizarse). El plasmido 
ds10EC1 se construyo a partir de ds10G1S3/E10.5 (Figura 1). A partir de dicho 
10 plasmido, amplificamos por PCR las secuencias de Ha ds10 G1 entre las 

• « 

posiciones -1574 (Sal I) y +98; usando ADN polimerasa Pfu y los cebadores 5- 

• • • 

ATTAACCCTCACTAAAG-3' (T3) y 5'-GAGTGAACAgAATtcCATCACAACAGGG- 

3" (dslOEco Rl). En este ultimo los tres cambios de secuencia (senalados en # .. v 

minuscula) introducen el nuevo sitio de Eco Rl en la posicion del codon de 

• * * 

15 iniciacion. Tras la PCR se purifica un fragmento de ADN de 199 pb 

(megaprimer), que junto con el cebador 5'-AATACGACTCACTATAG-3' (T7) se ••;:* 
usa para una segunda amplificacicion por PCR de ds10G1S3/E10.5. El ADN 
amplificado (795 pb) se digirio con Eco Rl y Sph L El fragmento de ADN 
resultante (125 pb), con las secuencias de Ha ds10 G1 entre Sph I (-126) y el 

20 nuevo sitio de Eco Rl, se purifico y ligo; reemplazando en ds10G1S3 las 
secuencias de Ha ds10 G1 (Figura 1) entre las posiciones -126 (Sph I) y 1086 
(Eco Rl). Tras este paso, la secuencia amplificada por PCR se verified mediante 
secuenciacion (metodo de Sanger) usando el cebador T3. Finalmente se inserto 
en el plasmido obtenido en el paso anterior un fragmento del ADN genomico de 

25 Ha ds10 G1 (Figura 1), con secuencias entre +1086 (Eco Rl) y A+3000 (Xba I), 
obteniendose la cassette ds10EC1 (Figura 4), clonada en el plasmido 
pBluescript SK+. El extremo 3' del ADN de ds10EC1 difiere del de ds10F2/E 
unicamente en 119 nucleotides adicionales, correspondientes a secuencias del 
intron y del segundo exon de Ha ds10 G1 . Ademas, las secuencias de Ha ds10 

30 G1 en ds10EC1 difieren de las correspondientes en ds10F2/E en la ausencia de 
los nucleotidos 1-98 del primer exon (Figura 5). 
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Dado que la presencia de secuencias adicionales de Ha ds10 G1 en 
ds10F3 (incluyendo el intron, el primer exon y parte del segundo exon) redujo la 
expresion de este gen quimerico especfficamente en tejidos no embrionarios 
(Ejemplo 3, Figuras 6D-E), es concebible que dichas secuencias pudieran 
utilizarse para conferir especifidad de semillas a otros genes quimericos con 
distintos promotores. El diseno de dichos genes quimericos no ofrece difcultades 
tecnicas adicionales a las descritas en apartados anteriores: ver por ejemplo los 
procedimientos detallados para el uso de intrones de plantas con el fin de 
impedir la expresion de genes quimericos en Agrobacterium [Mankin SL, Allen 
GC y Thompson WF. Plant Molecular Biology Reporter 1 5: 186-196, 1997] 

Los genes quimericos que contengan secuencias reguladoras de 
Ha ds10G1 podrian ser transformados a otras plantas distintas de tabaco (el 
sistema modelo usado en el ejemplo 3). Entre las mismas hay plantas de gran 
importancia economica como por ejemplo: el girasol, la soja, la colza, la 
"canola", el maiz, el trigo, la cebada, el arroz, la "casava", la judia, el cacahuete, 
etc; cuya transformacion genetica es posible y esta documentada 
suficientemente en la literatura cientifica: vease por ejemplo Lindsey K, Ed. 
(1993). [Plant Tissue Culture Manual! KlUwer Academic Publishers]; y la revision 
por Christou [Trends in Plant Science. 1: 423- 431, 1996]. Los resultados 
mostrados en el ejemplo 3 demuestran que, en tabaco, los genes construidos 
con secuencias reguladoras de Ha ds10 G1 tienen una elevada actividad desde 
etapas relativamente tempranas de la maduracion embrionaria, manteniendo 
ademas la especificidad de semillas caracteristica de la expresion de Ha ds10 
G1 en girasol. Estos resultados podrian obtenerse tambien con otras plantas, 
como las mencionadas anteriormente. 
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS: 

Figura 1. Parte superior: mapa de restriccion de las secuencias 
genomicas de Ha ds10 G1 que flanquean a su region codificante. Las lineas 
contfnuas sobre el mapa indican los distintos fragmentos de ADN genomico que 
han sido subclonados en el vector pBluescript SK+ (los nombres de los 
plasmidos respectivos se indican sobre cada fragmento). Los plasmidos 
preparados mediante deleciones con Exo III se indican sobre el plasmido de 
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partida (ds10G1S3/ESacl), indicando en cada caso el extremo de la delecion. 
En la parte inferior de la figura se incluye un mapa de restriccion detallado de la 
region cuya secuencia nucleotfdica ha sido determinada. La extension de las 
distintas reacciones, usadas para ensamblar las secuencias de ambas cadenas 
5 de ADN, se indican mediante flechas horizontals (sobre el mapa para la 
cadena codiftcante, y bajo el mapa para la no-codificante). Los sitios de 
iniciacion de la transcripcion se indican por flechas. Se incluyen barras de 
escala para ambos mapas. 

10 Figura 2. Implicacion funcional de las secuencias RY1 (-129) en la trans- 

act vacion del promotor Ha ds10 G1. Experiments de expresion transitoria 
realizados tras el bombardeo de embriones de girasol con micro-proyectiles 
cubiertos de ADN. Se representan los resultados de 5 experimentos 
independientes en los que las distintas mezclas de plasmidos (detalladas en el 

15 Ejemplo 1) se bombardearon por quintuplicado en cada experimento. Se 
representan las medias de las actividades 13-glucoronidasa (GUS) normalizadas 
con la actividad luciferasa (LUC), asi como los errores standard (indicados por 
barras). Clave: F2, pSKds10F2; F2/ERY1, pSKds10F2/ERY1; ABI3, muestras 
con el plasmido efector. Se aprecia una disminucion significativa de la actividad 

20 relativa GUS/LUC, consecuencia de la mutacion en la caja RY1 . Las actividades 
basales para pSKds10F2 (sin incluir el plasmido efector) son del orden de 46±8. 

Figura 3. Patrones de acumulacion de los ARNm del gen Ha ds10 G1 en 
girasol. La autoradiografia mostrada corresponde a ensayos de proteccion frente 

25 a la RNAsa A, tras hibridar una ribosonda del gen con distintas muestras de 
ARN total. Se observa la acumulacion de mensajeros producidos a partir de \os 
sitios de iniciacion de la transcripcion de HadslO G1 (como fragmentos 
protegidos indicados por las flechas numeradas). Estos fragmentos se detectan 
solo en embriones (Emb) desde 10 a 20 dpa, y en semillas maduras (25 dpa); 

30 pero no en otras muestras analizadas, como germfnulas (Germ) o germinulas 
tratadas con ABA (Germ + ABA). El carril tRNA corresponde a hibridaciones 
control con ARN t de levadura. Se indican con numeros y flechas las bandas 
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correspondientes a los mRNAs producidos a partir de los distintos sitios se 
iniciacion. El sitio de iniciacion numero 3 (indicado entre parentesis) no ha sido 
confirmado experimentalmente mediante primer extension. En el margen 
izquierdo se incluyen marcadores moleculares de tamano (pBR322/Hpa III). 

5 

Figura 4. Localization de ARNm en secciones de embriones de girasol a 
los 12 (A y B), 21 (C-E), y 28 dpa (F-H). En cada caso se usaron las siguientes 
ribosondas : ds10 (-), A, C. F, H; ds10 (+),E, y 18S ARNr, B, D, G. Barras de 
escala = 500 pm (Savo en F, 125 pm). Parenquima en empalizada= pp. Las 
10 flechas senalan el procambium. 

Figura 5. Mapas de restriccion de las fusiones ds10::GUS y de la 
cassette de expresion optimizada ds10 EC1, construfdas en los Ejemplos 3 y 4. 
Mediante distintos sombreados se indican las secuencias de Ha ds10 G1 y de 
15 otros genes contenidas en cada caso. Los sitios de iniciacion de la transcripcion 
a partir del promotor de Ha ds10 G1 estan indicados por flechas. 

Figura 6. Expresion de las fusiones ds10::GUS en semillas de plantas 
trasgenicas de tabaco. Panel A: Compendio de todos los datos cuantitativos 

20 (determinaciones fluorimetricas). Se muestra el promedio de las actividades 
GUS observadas en semillas de las plantas transgenicas (TO) y su evolucion en 
distintos momentos del desarrollo embrionario. Los datos correspondientes a 
cada fusion se indican mediante los simbolos en el inserto de la parte superior 
izquierda. La barras indican los errores estandard. Paneles B-E: seleccion 

25 representativa con resultados de los experiments de localizacion histoquimica 
de la actividad GUS: B.- embriones a los 12 dpa (plantas ds10F2/E, TO). C- 
embriones y endospermo a los 16 dpa (plantas ds10F2/E, TO). D.- germinulas a 
los 15 dpi en condiciones control (plantas ds10F1, T1). E.- germinulas a los 15 
dpi en condiciones control (plantas ds10F3, T1). En los paneles D y E, las 

30 flechas senalan los tejidos vegetativos sin actividad GUS (hojas e hipocotilo). 
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SEQ N° 1: Secuencia nucleotidica del gen Ha ds10 G1. Con flechas se 
indican los sitios de iniciacion de la transcripcion determinados 
experimentalmente (el sitio 3, que no ha sido confirmado mediante primer 
extension se sefiala entre parentesis). La zona codificante se muestra mediante 
5 su traduccion en aminoacidos, indicados mediante el codigo de una letra bajo la 
secuencia nucleotidica. El codon de terminacion se indica por un asterisco. La 
secuencia esta numerada (en el margen izquierdo) a partir del codon de 
iniciacion. Las secuencias del intron se indican mediante letras minusculas. Las 
cajas TATA (en la posicion -86) y RY(-129 y -65) mencionadas en el texto 
10 (Ejemplo 1) se senalan mediante subrayados. 



15 



20 



25 



30 

Secuencia de nucle6tidos de Ha ds10 G1 



10 



15 



20 



25 



-1376 

-1436 

-1296 

-1136 

-1016 

-676 

-736 

-596 

-436 

-316 

-176 
-106 
-36 

+33 

+103 

♦243 
+383 
+323 
+663 
+603 
+943 
+1065 

+1223 
+1293 



CTCWCTTCTTCATCTTCCTCTAACTCTTCACTATC 
ATGAGAAGCATCTCTTTAACATOT^ 
AAGCGlTTTOa^CCCTA®^ 
AAAAMCTCTOT«MTACTTGGOT«KCTTG^ 

^^^^^•^^•^^^^Z^S^S^Z^^^^^^ CCTCTACTTT GCGAGCCGCGCCCCCTCGCATTCGAACC 
GGAATCCGATAll 1 1 1 1 MCI 1 1 1 CATGACCCTTOTTTT CT CT ATCCATGCTAT6GITCTGAATTC6TAA 
ATTCGCTCAAAAATGGAATCTTTAACATGCTAAAAT^ 
TlTTrAAACaTAAACGCTGATATAGCCCCT^ 
CAAACAATCUCTCCC^TCTGGaTA^ 

™^GG£^GGGCrnAG&CTCTAAATCAATAGGGACTCT AACTT AAAAAAATTATATATGATATTTA6 
CTTAACTT GAATTTATCTTTATATCT ACAAAAAAATATATATAATTCCAAAATAAAAAAT MA y U WVTAA 
^AACncaCAACAATAAATCTTTTCTTATgnTT6C C» II IdH I I I I I A AAAAAA66CTGUATTT 
TTAATTT6C1TTAG6CCACCAAAATGCTTAAACCGACCrrCCTTTQUCCATA 
GMATACKAGTGGCGCTCG^CAAACCAATGCCAATAAACnT GCCQU*CAMCTTTGACCATTTCGCT6 
ATTCm€CC«TGCG^«AGGA^ 

CAACTAATCACA 1 1 1 • 1 1 rCCI 1 1 1 1 1 1 1 ATTTAAAAACTTT ACCACTTCACTAAATCTCTAAACCATTG 

CCMCACTTUaCCAAA€TTTAAACATnTTCT^ 

TAClTTCCCACTCTCAATTCrrTAACCACTCCTTACACCCTCrrATCTttfiCGCT 

ACAAAAGMCTTACCGC^CCCCTTACCCCTTCCMCCTTTACACCCr^ 

TCACTCTATTCCA€ACTATCTGAGATAGCT^^ 

AACCCACTTC<rrCACCCTTACCAC(>CCTCATCATACCACCT 

O) 

CTATACACATACTTATCTACimimTTCACOUAATTACAm 

CACAACTOACAACTTAACITAAAAaCTWACAAAATa^ 

2 1 WASQQCQQTRKI 

mC(^CAO«<^^<^TCTC«CCAACW<iCAGCTAM 

P6Q6ICIC0L0QRAAIC€ETVVP66T 

TCCT«XAAATacn<»<^^ 
KGKSlEAQERLAES 

cgt flttgg ggff tg gccj^tt aututtrfi g rfirwc gg^ I 1 j i r nt 

g ^ aooootggtttctooc^ 

qccqgtatgc aacKtyc ggttcg^ 

g nrfinrinn acutttLtt t uaijclatfttttgoogatcQata^ 

gttcqagtt aflooct tfuUlU^ 

toociccgatttt^ttaocacctac^^ 

q*ooogtocctcooo<^ 

t0ogatctccgattg0Qggtcgaaoac^ 

tatoctcoaaqoattc Wrie gooi^^ 

<=cccrtcttctaocctocyccct^^ 

<^aattcocattayLLLuttttatagttgtagtgat^^ 

tt^0tggtg9tgaagCGC(kMaAAGG<U6<MCAM 

RSKG6 QTRK0QL^TEGTK 

G«<UTGGG<UAAAA«<KOT<*^ 
EMGKKGGQTTGOKSAGEREEEEE 

^^™<*TACTCMTA<nWCT«T^ 
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TATGTGTATGTACCT GTAGTATGCTTT AGCTCGT GTTTCATGTTTT GTT GGTCGTTTTGGTATCTT CTTT 
+1435 ACTGCATGTACGACTACTACTCCTATGATGATCTGATCTGATTTGCATATGTTWTATAATC^ 

AAGTTTT ATCT ATCT ATC ! 1 1 KM I CGCCTAQ^OTTTACAAAATCTCTACCGATGACAATAATAAGCAA 
+1575 CTTATATTTTTCCATACAACKrrTATTATGTGACrATTGCCCAATA^ 

ATAATAGCCGGTT ATGCT GTAACAACT ATTCTGACAACAATATTCTTTT ACCGAATAAATAAAAATAAGT 
+1715 AACTATTAGGAGCCMTAAATAAATMCCGCHTTAATGAGAAAA 

AGAATTATGAAAATAGTCTCGACTCGACC 1 1 1 1 IGAATAACCCTTCATaCaGTGTTOCGCGATCTTCG 
+1855 CCCGGACGACACGT CTCTAGT GAACATGC(TATTCTGATTAGTGGTGCACAAATCGG<i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 AAA 

AAACGGCTTT CGGGT AGGATCGG& I Mill I AAAACCGGGTCGGCTCCGGGTCGGCTTTTCTACCAAAAA 
+1993 TGTATACCCTGTATACCGGGTTCGGCTCGGCTTTTATAAAACCCGGG 



10 



15 




20 



25 



30 



32 

REIVINDICACIONES 

1 - La secuencia de nucleotides del gen de girasol Ha ds10 G1, 
incluyendo su promotor y elementos reguladores espeefficos de semillas, 
descritos por la SEQ N° 1, y por los mapas de restriction en la Figura 1; y 
5 caracterizados en los Ejemplos 6.1-6.3. 

1a.- Las secuencias, o parte de ellas, identicas u homologas (al menos en 
un 70%, por ejemplo en un 80% y particularmente al menos en un 95%) a la 
SEQ N°1 o a su secuencia complementaria. 

10 

2. - Genes que contengan las secuencias mencionadas en la 
reivindicacion 8. 1-1 a, y que se expresen especificamente en semillas, de forma 
homogenea y abundante, desde etapas tempranas de la maduracion. Estos 
genes pueden construirse y usarse mediante tecnicas de ADN recombinante, 

15 segun detalles en las siguientes reivindicaciones (8.3-8.6): 

3. - El uso para conferir expresion espeeffica en semillas, mediante 
tecnicas de ADN recombinante, del promotor y secuencias S'-flanqueantes y 
codificantes de Ha ds10 G1 (o de parte de dichas secuencias), contenidas en 

20 las construcciones: ds10F1, ds10F2 ds10F2/E, ds10F3 y ds10EC1 (descritas en 
la Figura 5). 

4. - El uso de las secuencias codificantes y 3'-flanqueantes de 
Ha ds10 G1 (o de parte de dichas secuencias), contenidas en las 

25 construcciones ds10F2 y ds10F2/E, para incrementar la expresion de genes 
quimericos especificamente en semillas de plantas transgenicas. 

5. - El uso de las secuencias codificantes y del intron de Ha ds10 G1 (o de 
parte de dichas secuencias), contenidas en la construccion ds10F3, para 

30 incrementar la expresion de otros genes quimericos en semillas, y(o) para 
reducirla en otros tejidos; aumentando asi la eficiencia y especifidad en semillas 
de estos genes quimericos. 
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6. - Anadase a lo anterior: semilla, parte de semilla y extracto de semilla. 

6a.- Cassette de expresion que contenga una secuencia descrita en las 
reivindicaciones 8.1 a 8.5. 

5 

6b.- Vector(es) que contenga(n) una secuencia descrita en las K # : 

• * * 

reivindicaciones 8.1 a 8.6. :* . : 

• • • • 

6c- Celulas hospedadoras que contengan una secuencia descrita en las 
10 reivindicaciones 8.1 a 8.6. 

7. - El proceso de obtencion de plantas transgenicas caracterizadas por la : 

• • * 

transformation de una planta (por ejemplo el girasol, la soja, la colza, la canola, * #: ;;* 

• • • 

el maiz, el trigo, la cebada, el arroz, la judfa, la casava, el cacahuete, el tabaco, 

• • • 

• * * 

15 etc.), con una cassette de expression descrita en la reivindicacion 6a. ... 

8. - Procedimientos de produccion, por ejemplo de aceite, protefnas, o de 

• • • 

substancias bio-activas, usando plantas transgenicas como las descritas en la 
reivindicacion 7. 



20 9.- Productos, por ejemplo aceite, protefnas, o substancias bio-activas, 

obtenidos segun la reivindicacion 8. 
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RESUMEN 



PROMOTOR Y SECUENCIAS REGULADORAS DE HA DS10 G1 : UN GEN 
LEA DE GIRASOL EXPRESADO EXCLUSIVAMENTE EN SEMILLAS DESDE 
5 LA FASE DE MADURACI6N. 

Con la presente invencion aislamos y caracterizamos en plantas 
transgenicas de tabaco, el promotor y las secuencias reguladoras de un gen 
LEA-I de girasol, Ha ds10 G1. Estas secuencias presentan unas caracteristicas 
muy apropiadas para su uso en la modificacion de semillas (por ej. de 

10 sustancias de reservas). Las ventajas de su posible uso en plantas transgenicas 
se muestran mediante ejemplos como estudios de la acumulacion y local izacion 
del ARNm Ha ds10 en el sistema homologo. Estos estudios muestran tanto los 
elevados niveles de expresion alcanzados durante la embriogenesis desde 
fases tempranas de la maduracion, como sus absoluta especificidad de semilla, 

15 acompanada de una local izacion homogenea en embriones que acaba 
restringiendose fundamentalmente al parenquima en empalizada de los 
cotiledones, un tejido especializado en la acumulacion de sustancias de 
reservas en el girasol. 
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correspondientes a los mRNAs producidos a partir de los distintos sitios se 
iniciacion. El sitio de iniciacion numero 3 (indicado entre parentesis) no ha sido 
confirmado experimentalmente mediante primer extension. En el margen 
izquierdo se incluyen marcadores moleculares de tamano (pBR322/Hpa III). 

5 

Figura 4. Localizacidn de ARNm en secciones de embriones de girasol a 
los 12 (A y B), 21 (C-E), y 28 dpa (F-H). En cada caso se usaron las siguientes 
ribosondas : ds10 (-), A. C, F, H. ds10 (+).E. y 18S ARNr, B. D. G. Barras de 
escala = 500 urn (Savo en F, 125 urn). Parenquima en empalizada= pp. Las 
10 flechas senalan el procambium. 

Figura 5. Mapas de restriction de las fusiones ds10::GUS y de la 
cassette de expresi6n optimizada ds10 EC1, construidas en los Ejemplos 3 y 4. 
Mediante distintos sombreados se indican las secuencias de Ha ds10 G1 y de 
1 5 otros genes contenidas en cada caso. Los sitios de iniciacion de la transcription 
a partir del promotor de Ha dsW G1 estan indicados por flechas. 

Figura 6. Expresidn de las fusiones ds10::GUS en semillas de plantas 
trasgenicas de tabaco. Panel A: Compendio de todos los datos cuantitativos 
(determinaciones fluorimetricas). Se muestra el promedio de las actividades 
GUS observadas en semillas de las plantas transgenics (TO) y su evoluci6n en 
distintos momentos del desarrollo embrionario. Los datos correspondientes a 
cada fusion se indican mediante los simbolos en el inserto de la parte superior 
izquierda. La barras indican los errores estandard. Paneles B-E: seleccidn 
representativa con resultados de los experimentos de localization histoqufmica 
de la actividad GUS: B.- embriones a los 12 dpa (plantas ds10F2/E, TO). C.- 
embriones y endospermo a los 16 dpa (plantas ds10F2/E, TO). D.- germinulas a 
los 15 dpi en condiciones control (plantas ds10F1, T1). E.- germinulas a los 15 
dpi en condiciones control (plantas ds10F3, T1). En los paneles D y E, las 
flechas senalan los tejidos vegetativos sin actividad GUS (hojas e hipocotilo). 
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partida (ds10G1S3/ESacI), indicando en cada caso el extremo de la deletion. 
En la parte inferior de la figura se incluye un mapa de restricci6n detallado de la 
region cuya secuencia nucleotidica ha sido determinada. La extension de las 
distintas reacciones, usadas para ensamblar las secuencias de ambas cadenas 
de ADN, se indican mediante flechas horizontales (sobre el mapa para la 
cadena codificante, y bajo el mapa para la no-codificante). Los sitios de 
initiation de la transcription se indican por flechas. Se incluyen barras de 
escala para ambos mapas. 

Figura 2. Implication funcional de las secuencias RY1 (-129) en la trans* 
activation del promotor Ha ds10 G1. Experimentos de expresion transitoria 
realizados tras el bombardeo de embriones de girasol con micro-proyectiles 
cubiertos de ADN. Se representan los resultados de 5 experimentos 
independientes en los que las distintas mezclas de plasmidos (detalladas en el 
Ejemplo 1) se bombardearon por quintuplicado en cada experimento. Se 
representan las medias de las actividades S-glucoronidasa (GUS) normalizadas 
con la actividad luciferasa (LUC), asf como los errores standard (indicados por 
barras). Clave: F2, pSKds10F2; F2/ERY1, pSKds10F2/ERY1; ABI3, muestras 
con el plasmido efector. Se aprecia una disminucion significativa de la actividad 
relativa GUS/LUC, consecuencia de la mutation en la caja RY1. Las actividades 
basales para pSKds10F2 (sin incluir el plasmido efector) son del orden de 46±8. 

Figura 3. Patrones de acumulacion de los ARNm del gen Ha d$10 G1 en 
girasol. La autoradiografia mostrada corresponde a ensayos de protection frente 
a la RNAsa A, tras hibridar una ribosonda del gen con distintas muestras de 
ARN total. Se observa la acumulacion de mensajeros produtidos a partir de los 
sitios de initiation de la transcription de Ha ds10 G1 (como fragmentos 
protegidos indicados por las flechas numeradas). Estos fragmentos se detectan 
solo en embriones (Emb) desde 10 a 20 dpa, y en semillas maduras (25 dpa); 
pero no en otras muestras analizadas, como germfnulas (Germ) o germfnulas 
tratadas con ABA (Germ + ABA). El carril tRNA corresponde a hibridaciones 
control con ARN t de levadura. Se indican con numeros y flechas las bandas 
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Dado que la presencia de secuencias adicionales de Ha ds10 G1 en 
ds10F3 (incluyendo el intron, el primer exon y parte del segundo exon) redujo la 
expresion de este gen quimerico especificamente en tejidos no embrionarios 
(Ejemplo 3, Figuras 6D-E), es concebible que dichas secuencias pudieran 
utilizarse para conferir especifidad de semillas a otros genes quimericos con 
distintos promotores. El disefto de dichos genes quim&icos no ofrece difcultades 
tecnicas adicionales a las descritas en apartados anteriores: ver por ejemplo los 
procedimientos detallados para el uso de intrones de plantas con el fin de 
impedir la expresion de genes quimericos en Agrobacterium [Mankin SL, Allen 
GC y Thompson WF. Plant Molecular Biology Reporter 1 5: 186-196, 1997] 

Los genes quimericos que contengan secuencias reguladoras de 
Ha ds10G1 podrfan ser transformados a otras plantas distintas de tabaco (el 
sistema modelo usado en el ejemplo 3). Entre las mismas hay plantas de gran 
importancia economica como por ejemplo: el girasol, la soja, la colza, la 
"canola", el mafz, el trigo, la cebada, el arroz, la "casava", la judia, el cacahuete, 
etc; cuya transformacion genetica es posible y est£ documentada 
suficientemente en la literatura cientifica: vease por ejemplo Lindsey K, Ed. 
(1993). [Plant Tissue Culture Manual. Kluwer Academic Publishers]; y la revision 
por Christou [Trends in Plant Science. 1: 423- 431, 1996]. Los resultados 
mostrados en el ejemplo 3 demuestran que, en tabaco, los genes construidos 
con secuencias reguladoras de Ha ds10 G1 tienen una elevada actividad desde 
etapas relativamente tempranas de la maduracion embrionaria, manteniendo 
ademas la especificidad de semillas caracterfstica de la expresion de Ha ds10 
G1 en girasol. Estos resultados podrian obtenerse tambien con otras plantas, 
como las mencionadas anteriormente. 
DESCRIPCI6N DE LAS FIGURAS: 

Figura 1. Parte superior: mapa de restriccion de las secuencias 
genomicas de Ha ds10 G1 que flanquean a su region codificante. Las Ifneas 
contmuas sobre el mapa indican los distintos fragmentos de ADN genomico que 
han sido subclonados en el vector pBluescript SK+ (los nombres de los 
plasmidos respectivos se indican sobre cada fragmento). Los plasmidos 
preparados mediante deleciones con Exo III se indican sobre el plasmido de 
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en cada caso. Para facilitar estas posibilidades, hemos construido un plasmido 
(ds10EC1) que contiene una cassette de expresion que incluye el promotor y las 
secuencias 5'- y 3'- flanqueantes de Ha ds10 G1 presentes en ds10F2/E (ver 
Figura 5). Entre ambas secuencias y mediante mutagenesis dirigida [Chen E y 
Przybila AE, en BioThecniques 17: 657-659, 1994] hemos anadido un sitio de 
restriccidn de Eco Rl, que permite la insercidn de secuencias de genes, o 
correspondientes a peptidos, como los mencionados anteriormente (disponibles 
en otros laboratories, o que pudieran disenarse o sintetizarse). El plasmido 
dslOECI se construyo a partir de ds10G1S3/E10.5 (Figura 1). A partir de dicho 
plasmido, amplificamos por PCR las secuencias de Ha ds10 G1 entre las 
posiciones -1574 (Sal I) y +98; usando ADN polimerasa Pfu y los cebadores 5'- 
ATTAACCCTCACTAAAG-3' (T3) y S'-GAGTGAACAgAATtcCATCACAACAGGG- 
3' (dslOEco Rl). En este ultimo los tres cambios de secuencia (senalados en 
minuscula) introducen el nuevo sitio de Eco Rl en la position del codon de 
iniciacion. Tras la PCR se purifica un fragmento de ADN de 199 pb 
(megaprimer), que junto con el cebador 5'-AATACGACTCACTATAG-3' (T7) se 
usa para una segunda amplificacicion por PCR de ds10G1S3/E10.5. El ADN 
amplificado (795 pb) se digirio con Eco Rl y Sph I. El fragmento de ADN 
resultante (125 pb), con las secuencias de'Ha ds10 G1 entre Sph I (-126) y el 
nuevo sitio de Eco Rl, se purified y ligo; reemplazando en ds10G1S3 las 
secuencias de Ha ds10 G1 (Figura 1) entre las posiciones -126 (Sph I) y 1086 
(Eco Rl). Tras este paso, la secuencia amplificada por PCR se verified mediante 
secuenciacion (metodc de Sanger) usando el cebador T3. Finalmente se inserto 
en el plasmido obtenido en el paso anterior un fragmento del ADN genomico de 
Ha ds10 G1 (Figura 1). con secuencias entre +1086 (Eco Rl) y A+3000 (Xba I), 
obteniendose la cassette ds10EC1 (Figura 4), clonada en el plasmido 
pBluescript SK+. El extremo 3* del ADN de ds10EC1 difiere del de ds10F2/E 
unicamente en 119 nucleotidos adicionales, correspondientes a secuencias del 
intron y del segundo exon de Ha ds10 G1 . Ademas. las secuencias de Ha ds10 
G1 en ds10EC1 difieren de las correspondientes en ds10F2>E en la ausencia de 
los nucleotidos 1-98 del primer exon (Figura 5). 
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0.11). Los distintos tratamientos no afectaron substancialmente la especificidad 
de tejidos. o el orden de magnitud de la expresion observada para las distintas 
fusiones ds10:.GUS (datos no mostrados). 

5 OTROS EJEMPLOS 

Igualmente pueden obtenerse. de forma an£loga a la descrita con detalle 
en el ejemplo anterior, otros genes quimericos que contengan secuencias 5'- 
flanqueantes. y(o) 3'-flanqueantes (terminadores), y(o) codificantes. procedentes 
del Ha ds10 G1, combinadas con secuencias procedentes de otros genes. Estos 
0 ejemplos no suponen complicaciones tecnicas adicionales a los descritos con 
mas detalle en los apartados anteriores, por lo que son facilmente realizables 
por personas con conocimientos suficientes en el sector de la tecnica de la 
invention. Asf por ejemplo, en las fusiones ds10::GUS, las secuencias Ha ds10 
G1 pudieran haber incluido otras secuencias 5'-flanqueantes (Figura 1) mas 
largas del mismo gen para aumentar su nivel de expresion en semillas, como 
describimos por ejemplo en [Coca MA, Almoguera C, Thomas TL, y Jordano J, 
en Plant Molecular Biology , 31: 863-876, 1996]. Igualmente. las secuencias 
GUS podrian ser substituidas por otras que codifiquen distintas proteinas o 
peptidos (naturales o artificiales), cuya production regulada en semillas de 
plantas pudiera ser de interes industrial. Ejemplos de estas ultimas 
posibilidades, dados de forma no exclusiva, serian la fusi6n a secuencias de Ha 
ds10 G1 de secuencias codificantes de genes implicados en la biosfntesis de 
acidos grasos en semillas [Voelker TA. Worrell AC, Anderson L. Bleibaum J, Fan 
C, Hawkins DJ, Radke SE y Davies HM, en Science, 257:72-74, 1992], de 
proteinas de reserva con composiciones ricas en determinados aminoacidos 
[Saalbach I, Pickardt T, Machemehl F. Saalbach G, Schieder O, y Muntz K, en 
Molecular and General Genetics 242: 226-236, 1994], o de peptidos con 
actividades antigenicas o farmacologicas [Vandekerckhove J, Van Damme J, 
Van Lijsebettens M, Botterman J, De Block M, Vandewiele M. De Clercq, 
Leemans J Van Montagu, M y Krebbers E, en BioTechnology 7: 929-932, 1989]. 
Estas fusiones se realizarian y utilizarfan de forma analoga a como se describe 
en las publicaciones citadas a titulo de ejemplo (dados de forma no excluyente) 
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las secuencias de Ha ds10 G1 a las distintas fusiones; aportando ademas 
indicios adicionales sobre el posible papel regulador de las secuencias de Ha 
ds10 G1 presentes en ds10F3 (incluyendo el intron) mencionadas 
anteriormente. Asi, tanto en plantas adultas control, como tratadas. se 
5 detectaron actividades GUS minimas (de 3 a 300 pmol MU/ mg x min) en todos 
los tejidos analizados (raiz, tallo, hojas y meristemo apical). Estos niveles de 
actividad estan ligeramente por encima de los valores de fondo y pueden 
detectarse solo fluorimetricamente (datos no mostrados). 

En germinulas de 8 dpi la expresion de todas las fusiones es unos dos 

10 ordenes de magitud inferior a los valores maximos alcanzados en semillas. Esta 
expresion decrece rapidamente entre los 8 y 15 dpi (por ej. ds10F1 pasa de 
2864 ±182 a 813±104 pmol MU/ mg x min); y se restringe exclusivamente en los 
tejidos embrionarios (cotiledones), sin detectarse en otros tejidos vegetativos 
(radicula, hipocotilo, hojas) diferenciados tras la germinacion (Figuras 6D y E, y 

15 datos no mostrados para las otras fusiones). Estos resultados confirman, en 
plantas transgenicas de tabaco, la especificidad embrionaria de la regulacion 
por secuencias de Ha ds10 G1. Ademas de la reduccion general de los valores 
de actividad GUS mencionada anteriormente, se observaron diferencias entre 
los valores de las distintas fusiones, algunas de ellas estadisticament 

20 significativas. Estas diferencias son similares cualitativamente a las observadas 
en semilla (Figura 6A). Entre ellas, y por su posible interes apllcado. Hustramos 
la reduccion de la expresion tras la germinacion, mediada por las secuencias de 
Ha ds10 G1 presentes en ds10F3 (incluyendo el intron). Este efecto se observa, 
como una reduccion significativa de actividad GUS al comparar los patrones de 

25 expresion de plantas ds10F1 y ds10F3 (Figuras 6D y E). El analisis estadfstico 
de los datos cuantitativos de ds10F1 y ds10 F3 confirmo la significancia de esta 
diferencia, tanto a los 8 dpi (F= 4.36, P= 0.04) como a los 15 dpi (F= 4.39, P= 
0.039). Adicionalmente, con las germinulas de ds10F1 se observo a los 8dpi una 
moderada induccion de GUS por los tratamientos con ABA que es 

30 estadisticamente significativa (de 2864 ±182 a 5790 ±733 pmol MU/ mg x min; 
F= 5.413, P= 0.023). En el caso de ds10F3 no hubo induccion significativa por el 
mismo tratamiento (de 1502 ±195 a 2338 ±211 pmol MU/ mg x min; F= 2.58, P= 
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conteniendo las fusiones ds10F1, ds10F2/E y ds10F3; y otras 6 con ds10F2. 
Las germinulas resistentes se transplantaron a medio MS. Se realizaron 
distintos experimentos con germinulas, tanto a 8 como a 15 dias tras la 
imbibicion. Para los tratamientos con ABA, las germinulas se transplantaron a 
placas de MS suplementadas con 100 pM ABA y se cultivaron en dicho medio 
durante 4 dfas a 25 °C y con iluminacion. Las germinulas control tambien se 
transplantaron a medio MS sin ABA. El estres hidrico se provoco colocando a 
las germinulas durante unas 5-6 horas dentro de una cabina de flujo entre dos 
papeles de filtro. Tras los distintos tratamientos, las germinulas se procesaron 
bien individualmente (para los ensayos histoquimicos con X-gluc, mediante 
incubaciones de 14 h a 25 °C); o conjuntamente (pool analysis), para los 
ensayos fluorimetricos de la actividad GUS, realizados como se ha descrito 
anteriormente. Los tratamientos de plantas transgenicas adultas, se hicieron 
usando plantas individuates propagadas como clones vegetativos obtenidos de 
cada planta original. Para ello, las germinulas seleccionadas de cada planta 
transgenica se transplantaron a vermiculita embebida con medio Hoag land 0.5X. 
De cada germinula se obtuvieron tres explantes completes, que tras recuperarse 
se pusieron en cultivo hidroponico en medio Hoagland Ifquido (0.5X). Los 
experimentos se realizaron cuando las plantas se habian recuperado por 
completo del proceso de propagacion, y tenfan rafz, tallo y unas 10-12 hojas. 
Por lo tanto, para los distintos tratamientos se usaron plantas id6nticas 
geneticamente procedentes de cada germinula transgenica seleccionada. Los 
tratamientos con ABA se hicieron anadiendo la hormona al medio (100 pM), 
analizandose la actividad GUS en las plantas a las 24h. El estres hidrico se 
indujo retirando la rafz del contenedor con el medio, analizandose igualmente 
las plantas a las 24h tras iniciar el tratamiento. El efecto de los distintos 
tratamientos se analizo en tres experimentos independientes realizados con los 
siguientes numeros de plantas T1 para cada fusion (entre parentesis el numero 
de plantas TO de las que proceden en cada caso): ds10F1, 11 (6); ds10F2, 10^ 
(5); ds10F2/E, 5 (3); y ds10F3, 10 (5). 

Los experimentos realizados tanto con germinulas como con plantas 
adultas confirmaron la especificidad embrionaria de la expresion conferida por 
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su posible papel regulador en el desarrollo embnonario no esta claro. Sin 
embargo otras observaciones no excluyen que las secuencias adicionales de Ha 
ds10 G1 en ds10F3*(incluyendo el intron) puedan tener papeles reguladores en 
otros tejidos (ver, mas adelante, el efecto de estas secuencias sobre la 
5 expresion residual de las fusiones ds10::GUS en el polen y en germinulas). 

La especifidad embrionaria (en semi lias) de la expresibn GUS conferida 
por las secuencias Ha ds10 G1 en plantas transgenicas de tabaco se investigo 
verificandola en otros tejidos; tanto en ausencia de estres, como tras 
tratamientos de desecacion o con ABA. En el caso de las plantas TO, el unico 

10 tejido en el que, tanto mediante ensayos fluorimetricos como histoquimicos, se 
detecto actividad GUS fue en el polen maduro. En otros tejidos las actividades 
detectadas apenas superaron las del fondo (plantas de tabaco no 
transformadas). Por ejemplo, en hojas de plantas TO de unos dos meses de 
edad: 0-50 pmol MU/ mg x min. Las actividades detectadas en polen son 

15 marginales (casi tres ordenes de magnitud inferiores) comparadas con las de 
semillas de las mismas plantas transgenicas. Ademas dicha expresion pudiera 
ser artefactual y depender del uso, como indicador, del gen GUS en las fusiones 
[segun Uknes S, Dincher S, Friedrich L, Negrotto D, Williams S, Thompson- 
Taylor H, Potter S, Ward E, y Ryals J, en the Plant Cell 5: 159-169. 1993]. Sin 

20 embargo, de forma sorprendente, observamos que la actividad medida en I 
polen de 9 plantas ds10F3 fue (136 ±64 pmol MU/ mg x min) significativament 
inferior a la de 5 plantas ds10F1 (6427 ±1294 pmol MU/ mg x min; F= 72.573, P= 
0.0001), Esto ultimo pudiera indicar que, a diferencia de lo que ocurre en 
semillas durante la mayor parte de la maduracion del embrion (Figura 6A), la 

25 presencia de las secuencias adicionales de Ha ds10 G1 en ds10F3 (incluyendo 
el intron) pudiera reducir la expresion, de genes quimericos que las contengan, 
en otros tejidos o momentos del desarrollo. 

Adicionalmente, se verified si la expresion de las fusiones ds10::GUS 
puede inducirse por hormonas (ABA) o tratamientos de estres (deficit de agua) 

30 en plantas transgenicas (T1) de tabaco en distintos momentos de su ciclo 
vegetative Para ello sel ccionamos, tras germinacion en medio MS con 300 
pg/ml de kanamicina, descendientes de 8 plantas originales distintas 
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secuencias de Ha ds10 G1 presentes en la fusion ds10F2/E (ver Figura 5); ya 
que no se encontraron diferencias significativas entre la actividad GUS de 
ds10F2 y ds10F2/E (por ejemplo, tambien a los 28 dpa, F=0.274, P=0.6015; ver 
Figura 6A). En el caso de ds10F2>E l el efecto estimulador de las secuencias 3'- 
5 flanqueantes tambien se produce, y es altamente significativo, en etapas mas 
tempranas de la maduracion embrionaria (Figura 6A, 16 dpa; F=1 6.607, 
P=0.001). En cambio, en estas etapas (entre 12 y 16 dpa) las actividades GUS 
de ds10F1 y ds10F2 no difieren significativamente entre sf (por ejemplo, a 16 
dpa: F=2.762, P= 0.0983; ver Figura 6A). En conjunto estos resultados muestran 

10 que ds10F2/E es la fusion construida y ensayada que funciona mejor en 
semillas de tabaco desde los 16dpa; y que esto se debe al efecto de las 
sequencias 3* -flanqueantes de Ha ds10 G1 incluidas en ella. Desconocemos si 
este efecto se produce por mecanismos de activacion transcripcional, 
estabilizacion de ARNm, o por combinacion de ambos tipos de mecanismos. En 

15 cualquier caso el efecto es claro, y de posible utilidad para disenar nuevos 
genes quimericos de expresion mas eficiente en semillas, desde etapas 
relativamente tempranas de la maduracion embrionaria (vease tambien el 
apartado de "Otros Ejemplos"). 

Por otra parte, la comparacion entre las actividades GUS de las plantas 

20 con las fusiones ds10F1 y ds10F3 nos permitid investigar los posibles efectos 
de la presenciia del intrdn (y/o de las secuencias codificantes de Ha ds10 G1 en 
las que difieren estas fusiones, Figura 5) sobre la expresion de ambas. En 
semillas de tabaco transgenico estas comparaciones demuestran que ia 
presencia del intron (mas el primer exon completo y parte del segundo exon) no 

25 tiene efectos positivos sobre la expresion GUS, que por lo tanto debe de estar 
basicamente conferidas por el promotor y secuencias de Ha ds10 G1 presentes 
en ds10F1 (Figura 6A). Asi por ejemplo, las actividades de ds10F1 y ds10F3 no 
difieren estadfsticamente entre 12 y 28 dpa, salvo a los 20 dpa (F= 4.73, 
P=0.031), y entonces la presencia de las secuencias adicionales en ds10F3* 

30 redujo significativamente la actividad GUS observada. Por lo tanto, aunque es 
altamente probable que el intron s procese correctamente en semillas de 
sistemas heterologos como el tabaco (carecemos de una prueba formal de ello), 
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desarrollo y planta transgenica individual). La significacion estadistica de las 
diferencias observadas con las distintas fusiones GUS se determino, tras la 
normalizacion logarftmica de los datos obtenidos, mediante analisis d la 
varianza [ANOVA. ver: Nap JP, Keizer P, y Jansen R, en Plant Molecular Biology 
5 Reporter 11: 156-164, 1993]. Los ensayos histoqui'micos se hicieron con 
material diseccionado a partir de semillas, en estadios de desarrollo definidos, 
procedentes de los siguiente numeros de plantas transgenicas: d10F1, 5; 
ds10F2. 6; ds10F2/E, 6; y dsF3. 19. El endopermo y los embriones 
diseccionados a partir de semillas individuals se tineron con X-gluc, durante 
0 150 min a 25°C, analizandose de esta forma aproximadamente 150 semillas de 
cada planta transgenica. 

Todos los genes quimericos produjeron niveles elevados de expresion 
GUS en semillas, alcanzandose valores maximos medios de 1.65 x 10 6 pmol 
MU/ mg x min (Figura 6A a los 24 dpa). Los ensayos histoquimicos confirmaron 
5 estos altos valores de actividad, ya que tanto los embriones (Figuras 6B y C) 
como el endospermo (Figura 6C) se tineron fuertemente a partir de los 12 dpa 
(Figura 6B), y con solo 150 min de reaccion: En ambos casos se observaron 
distribuciones espaciales de la actividad GUS bastante homogeneos (Figura 6B- 
C). Ademas, estos patrones de expresion no difirieron cualitativamente entre las 
> plantas transgenicas de los distintos genes quimericos (datos no mostrados). 

Los ensayos fluorimetricos revelaron interesantes diferencias 
cuantitativas entre las distintas fusiones ds10::GUS. Estas diferencias dependen 
de las secuencias de Ha dslO G1 presentes en las fusiones. En algunos casos 
se ha podido mostrar la significacion estadistica de estas diferencias (con un 
nivel de confianza del 95%), lo que demuestra experimentalmente la 
contribution de las distintas secuencias ensayadas (promoter y secuencias 5- 
flanqueantes, secuencias codificantes. 3'-flanqueantes, y del intrdn) a los 
patrones de expresidn embrionaria observados. La presencia en las fusiones de 
sequencias 3"-flanqueantes de Ha ds10 G1 incrementa los niveles de expresion 
GUS en semillas entre 20 y 28 dpa (comparar las fusiones ds10F2 y ds10F2/E, 
con ds10F1 en las Figuras 5 y 6A). Esta diferencia es estadisticamente 
significativa (por ejemplo a 28 dpa: F= 5.397, P=0.0213), y esta causada por las 
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mediante el analisis fluorimetrico de los niveles de expresion GUS y de sus 
patrones temporales, como estudios cualitativos analizando histoquimicamente 
los patrones espaciales de expresion (especificidad de tejido). Estos estudios se 
hicieron como se describe con detalle por Coca MA, Almoguera C, Thomas TL y 
5 Jordano J, [en Plant Molecular Biology, 31: 863-876, 1996]. En total se 
obtuvieiron y analizaron los siguientes numeros (entre parentesis) de plantas 
transgenicas de tabaco, TO "funcionales", con los genes quimericos ds10F1 
(14), ds10F2 (7), ds10F2/E (8) y F3 (23). Estas plantas mostraron elevados 
niveles expresion del gen GUS en semilla (como consecuencia de la actividad 

10 del promotor y secuencias reguladoras del gen Ha ds10 G1), segun se ilustra en 
la Figura 6 (paneles A-C). La integracion de los distintos genes quimericos en el 
ADN de las plantas transgenicas fue caracterizada mediante Southerns 
genomicos usando sondas de la region codificante de gen GUS; amplificaciones 
PCR de las secuencias proximas al empalme ds10::GUS, usando los cebadores 

15 S'-ACGCGCTTTCCCACCAACGCTG-S' (GUS) y 5'- 

GAGTGAACAgAATtcCATCACAACAGGG-3* (dslOEco Rl); o mediante test de 
segregacion de la resistencia a la Kanamicina (conferida por el gen nptll ), 
relizados segun se describe en [Jordano J, Almoguera C, y Thomas TL, The 
Plant Cell 1: 855-866, 1989]. Estos analisis determinaron que las plantas TO 

20 seleccionadas para los estudios de expresidn en semtHas contenian de 1 a 5 
integraciones independientes del gen quim^rico correspondiente. La Figura 6 
(adjuntada con esta solicitud) ilustra los resultados mas relevantes. obtenidos en 
el estudio de la expresion en plantas trangentcas de los genes quimericos 
analizados. Estos resultados se describen con detalle a continuacton. 

25 La expresion GUS durante la maduracion de las semillas en condiciones 

de crecimiento controladas (sin estres exogeno), se analizd mediante ensayos 
fluorimetricos (Figura 6A) e histoqufmicos (resumen en Figuras 6B-E). Los 
ensayos fluorimetricos se realizaron con semillas en estadios definidos de 
maduracion, a los 12, 16, 20 t 24 y 28 dias post-anthesis (dpa). Por cada planta 

30 TO y estadio de maduracion se preparon extractos de dos capsulas florales 
distintas, y se ensayo la actividad GUS con Methilumbeliferilglucoronido (MUG) 
por duplicado (en total cuatro determinaciones de actividad por estadio de 
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descrito (con las secuencias 3'-flanqueantes de Ha ds10 G1), resultando en la 
fusion ds10F2 (Figura 4). La fusion ds10F2/E (Figura 4) se obtuvo a partir de 
ds10F2 ( mediante la deleccion de las secuencias 3*-flanqueantes de Ha ds10G1 
entre Xba I (A+2830) y Eco Rl (A+4670). Para ello, el AON de ds10F2 se digirid 
con ambos enzimas; religandose, tras hacer romos los extremos de ADN 
resultantes con el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa I. Finalment , la 
cuarta fusion (ds10F3, Figura 5) se obtuvo a partir de un fragmento de ADN 
genomico de Ha ds10 G1 entre Sal I (-1576) y Pvu II (+1204), purificado a partir 
del plasmido ds10G1S6 (Figura 1) tras la digestion con ambas enzimas de 
restriccion. Este fragmento se ligo con ADN del vector pBI101.3, digerido 
previamente con Sal I y Sma I. La fusion ds10F3 contiene de esta forma el 
promotor y las mismas secuencias S'-flanqueantes de Ha ds10 G1 presentes en 
la fusion ds10F1, asf como el primer exon (de +1 a +145), el intron complete (de 
+146 a +1169) y parte del segundo exon de Ha ds10 G1 (de+1170 a +1204), 
fusionado en fase con el gen GUS de pBI 101.3. En todos los casos la 
secuencia de nucleotides correspondiente a la zona de fusion, entre las 
secuencias GUS y las de Ha ds10 G1, se comprobo mediante reacciones de 
secuenciacion con el metodo de Sanger (dideoxi), usando como cebador las 
secuencias de GUS: 5-ACGCGCTTTCCCACCAACGCTG-3\ 

El ADN-T en las fusiones ds10F1 , ds10F2, ds10F2/E. y ds10F3 (Figura 5) 
fue movilizado desde A Tumefaciens (LBA 4404), obtentendose distintas 
plantas transgenicas de tabaco con integraciones independientes de cada gen 
quimerico. Estas plantas fueron obtenidas y caracterizadas mediante 
procedimientos estandard que se describen con detalle por Coca MA, 
Almoguera C, Thomas TL y Jordano J, [en Plant Molecular Biology , 31: 863-876, 
1996]. En dichas plantas, la expresion del gen GUS se analizd tanto en semillas 
en desarrollo en condiciones normales de crecimiento (sin estres exogeno); 
como en tejidos de germinulas, investigandose en este ultimo caso los cambios 
de expresion inducidos por tratamientos con ABA y de desecacion. Los analisis 
de semillas se realizaron con las plantas transgenicas originates (TO); mientras 
que para los de germinulas se utilizaron descendientes de estas plantas (T1), 
segregantes para los g nes quimericos. Se hicieron tanto estudios cuantitativos, 
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flanqueantes e intragenicas del gen Ha ds10 G1. Estas 4 fusiones proporcionan 
elevados niveles de expresion del gen indicador (GUS) en semillas desde 
etapas tempranas de la maduracion (Figura 6), confirmando nuestras 
observaciones en el sistema homologo (Ejemplo 2, Figuras 1-4). 

La primera de estas construcciones, ds10F1 (Figura 5) se obtuvo a partir 
del plasmido ds10G1S3 (Figura 1), que contiene las secuencias genomicas de 
Ha ds10 G1 entre Sal I (-1576) y Eco Rl (+1086), subclonadas en los sitios de 
restriccion correspondientes del vector pBluescript SK+ (Promega). Mediante 
tratamiento con Exonucleasa III del ADN de ds10G1S3 (previamente digerido 
con Hind III y Pst I), se delecionaron las secuencias de Ha ds10 G1 entre Eco Rl 
(+1086) y la posicion +98 (en el primer exon), dando lugar al plasmido 
ds10G1S3/E10.5 (Figura 1). Dicho plasmido de digirio con Bam HI (diana de 
restriccion del polylinker situada immediatamente adjacente a la posicion +98 de 
Ha ds10 G1), rellenandose a continuacion los extremos del ADN digerido 
usando el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa I. A continuacion el ADN 
se digirio con Sal I, purificanddse el fragmento de 1679 p.b. que contiene las 
seuencias de Ha ds10 G1 entre Sal I (-1576) y el extremo relleno de Bam HI. 
Este fragmento se clono entre los sitios de Sa! I y Sma I del vector binario 
pBI 101.2, resultando en ds10F1 ( una fusion traduccional que contiene 1576 
nucledtidos de secuencias 5 '-flanqueantes de Ha ds10 G1 (desde el ATG) y los 
primeros 98 nucledtidos de la zona codificante, en fase con el gen GUS (Figura 
5). La fusidn ds10F2 se derivo a partir de ds10F1 mediante la insercion de un 
fragmento de ADN genomico de Ha ds10G1 comprendido entre las posiciones 
(Figura 1) de +1205 (Pvu II), y Eco Rl (A+4670). Dicho fragmento contiene parte 
del segundo exon y A3370 nucleotides de secuencias 3'-flanquentes (a partir de 
codon de terminacion en la posicion +1301); y reemplaza a las secuencias nos- 
3' en la fusion ds10F1. El inserto Pvu II- Eco Rl se purified a partir de ADN del 
plasmido ds10G1S2 (Figura 1). Para la insercion de dicho fragmento, el ADN de 
ds10F1 se digirio con Sac I y los extremos del ADN se hicieron romos mediante 
tratamiento con la ADN polimerasa I de T4. A continuacion, el ADN asi tratado 
se digirio con Eco Rl, purificandose el fragmento con las secuencias d 
Ha ds10G1. Este fragmento se ligo al inserto Pvu II- Eco Rl anteriormente 
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localizan tambien bastante homogeneamente, comenzando a detectarse una 
acumulacion mas intensa en los haces vasculares (procambium), algo que no se 
observa con la sonda del ARNr 18S ni en este ni en otros estadios del desarrollo 
(Figuras 4D, B y G). Finalmente a los 28 dpa. los ARNm de Ha ds10 G1 se 
5 localizan preferente en el parenquima en empalizada, un tejido especializado en 
la deposicion de sustancias de reserva, situado en la cara interna de los 
cotiledones (Figuras 4F y H). Las localizaciones con la sonda ds10-3' (+), de la 
misma polaridad que los ARNm de Ha ds10 G1, no dieron senates de 
hibridacion; lo que controlo los experimentos descritos anteriormente (comparar 

10 las Figuras 4C y E). Estos experimentos demostraron que los patrones de 
expresion de los ARNm de Ha ds10 G1 en girasol son muy especiales. La 
expresion observada en semillas, con altos niveles de acumulacion desde 
etapas tempranas de la maduracion embrionaria (10-12dpa), se combina con 
distribuciones espaciales que cambian desde la homogeinad hasta la mayor 

15 abundancia en tejidos de deposicion de sustancias de reserva (parenquima en 
empalizada). La distribucion y patrones de acumulacion de los ARNm de Ha 
ds10 G1 es distinta a la que presentan otros genes vegetates pertenecientes a 
la misma familia [Wurtele ES, Wang HQ, Durgerian S. Nikolau BJ y Ulrich TH. 
Plant Physiol 102: 303-312, 1993; Gaubier, P., Raynal, M., Hull. G., Huestis, 

20 GM., Grellet, F.. Arenas, C. Pages, M., y Delseny, M., Mot I Gen Genet., 238: 
409-418, 1993J. Estos resultados indican la posible utilidad, para la modificacjon 
de semillas por Ingenieria genetica, de genes quimericos que incorporen las 
secuencias reguladoras de Ha ds10 G1. 

25 EJEMPLO 3: Constr ucci6n de oenes ouimericos ds10G1::GUS v su analisis en 
plantas transoenicas de tabaco: 

Como ejemplo para los posibles usos del promotor y las secuencias 
reguladoras del gen Ha ds10 G1,en la construccion de genes quimericos con 
expresion especffica en semillas de plantas transgenicas, describimos a 

30 continuacion la construccion y el analisis en plantas transgenicas de tabaco de 4 
fusiones traduccionales ds10G1::GUS (Figura 5). Dichas fusiones contienen, 
para su analisis funcional, el promotor y distintas combinaciones de secuencias 
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hibridaciones con las sondas se hicieron a 45°C. La ribosonda especifica de Ha 
ds10 G1. correspondiente al extremo 3'- del ARNm, se preparo como sigue. El 
plasmido ds10G1S1 (Figura 1) se uso como molde para preparar dos sondas 
por transcripcion in vitro [Almoguera C, Coca MA y Jordano J. Plant Physiol. 107: 
5 765-773, 1995] marcando con DIG-UTP. La sonda ds10-3'(-) se obtiene 
digiriendo el ADN del plasmido con Pvu II y efectuando la transcripcidn con ARN 
polimerasa T3. Esta sonda corresponde a la cadena no-codificante de Ha ds10 
G1 entre las posiciones +1202 (Pvu II en el segundo exon) y +1592 (extremo 3'). 
La segunda sonda [ds10-3' (+). usada como control], se preparo digiriendo el 
0 ADN de Ha ds10 G1S1 con Bam HI (en el polyfinker); y efectuando la 
transcripcion con ARN polimerasa T7. La sonda ds10-3*(+) contiene la cadena 
codificante de HadslO G1, entre las posiciones +870 y +1592. La especifidad 
de hibridacion se determino mediante experimentos de Southern similares a los 
descritos por Almoguera y Jordano [Plant Mol. Biol. 19: 781-792, 1992]. Mientras 
5 la hibridacion con una sonda del ADNc complete* detects bandas 
correspondientes a unos 4-5 genes distintos en el genomio de girasol 
[Almoguera C. y Jordano J. Plant Mol. Biol. 19: 781-792, 1992]; usando la sonda 
ds10-3'(-) podemos detectar un unico gen (con una ligera hibridacion cruzada 
con otro; datos no mostrados). 

Los resultados obtenidos en los experimentos de localization de ARN se 
muestran en la Figura 4. La sonda ds10-3*(-) es complementaria y de polaridad 
opuesta a los ARNm de Ha ds10 G1, lo que permite su detecci6n. Los 
resultados obtenidos concuerdan con los datos de protection mostrados en la 
Figura 3, y muestran su acumulacion en embriones desde los 12-15 dpa (Figura 
4A) hasta los 21-28 dpa (Figuras 4C, F y H). Esta acumulacion ocurre a niveles 
altos, lo que se deduce del corto tiempo preciso para su detection histoqufmica 
(2-4 horas). En embriones inmaduros (Figura 4A) la distribution de los ARNm de 
Ha ds10 G1 es homogenea y comparable (Figura 4B) a la del ARNr 18S, que se 
detecta usando otra ribosonda correspondiente al fragmento G (Eco Rl) del gen 
18S de rabano [descrito por Delcasso-Tremousaygue D, Grellet F, Panabieres 
F, Ananiev E D, y Delseny, M. En Eur. J. Biochem. 172: 767-776, 1988]. En 
embriones mas maduros (21 dpa. Figura 4C) los ARNm de Ha ds10 G1 se 
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Los resultados en la Figura 3 muestran que los ARN mensajeros de Ha 
dslOGl se detectan unicamente en semillas. Los niveles mayores de 
acumulacion se observan en torno a 18-20 dpa, detectandose la expresion del 
gen a partir de los 10 dpa y desapareciendo tras la germinacion (Figura 3). Los 
5 tratamientos con ABA, o deficit de agua no indujeron la acumulacion de los ARN 
mensajeros de Ha ds10 G1 (datos mostrados para ABA en germinulas; Figura 
3). Como control positivo en las muestras de ARN analizadas para los distintos 
tratamientos, realizamos hibridaciones (datos no mostrados) con otra ribosonda 
de 651nucle6tidos del gen Ha hsp17J G4 t descrita anteriormente [Coca et a/., 

10 Plant Mol. Biol. 31: 863-876, 1996]; ya que dicho gen se expresa en respuesta a 
los distintos tratamientos ensayados. Estos analisis demostraron que los ARNm 
de Ha ds10 G1 se acumulan exclusivamente en semillas, en condiciones 
normales del desarrollo y desde etapas tempranas de la maduracion, 
confirmandose la iniciacion a partir de al menos los sitios 1 y 2 (indicados en 

15 SEQ N° 1 ). La banda indicada por el numero 3 (Figura 3) no coincide bien con el 
tamano esperado para el sitio de iniciacion 3 (SEQ N°1). Esta banda pudiera 
deberse a la proteccion de secuencias de ARN mensajeros de un gen muy 
homologo; o bien del mismo Ha ds10 G1 t conteniendo secuencias del intron 
(ARNm sin procesar). 

20 La distribucion de los ARNm de Ha ds10 G1 en embriones de girasol, fue 

investigada mediante experimentos de localization por hibridacion in situ. Para 
ello los embriones se incluyeron en parafina, fijaron, seccionaron, e hibridaron 
con sondas espetificas; esencialmente como se describe por Molinier [en la 
tesis: Diplome D' Etudes Approfondies de Biologie Cellulaire et Moleculaire, 

25 University Louis pasteur, Strasbourg, 1995]. El tiempo de fijacion se increments 
desde 16 h a 4°C hasta 5 dias, aumentando segun la edad de ios embriones. La 
deshidratacion de los embriones fijados se hizo por incubaciones sucesivas (2 
veces cada una durante 30-90 min.) en etanol al 
10%,20%,30%,40% ) 50%,60% ( 70% I 95%. y 100%; seguidas de immersion en 

30 tolueno al 100% (1-3h, 2 veces). Los embriones fijados se incluyeron primero en 
tolueno:parafina (1:1), a 65°C durante 6-15 h, seguido de 5 inclusiones 
consecutivas en parafina, a 60°C durante 5-15 h. Las prehibridaciones e 
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Los patrones de acumulacion de los ARN mensajeros del gen Ha ds10G1 
se determinaron mediante la tecnica de la proteccion frente a la Ribonucleasa A 
(RNAsa A), descrita con detalle por Almoguera et al. [Almoguera C, Coca MA, 
Jordano J. Plant Physiol. 107: 765-773, 1995].Para ello, se utilizaron muestras 
5 de ARN total preparadas a partir de embriones de semillas en distintos estados 
de desarrollo en condiciones normales de crecimiento [Almoguera y Jordano, 
Plant Mol. Biol. 19: 781-792. 1992; Coca et a/., Plant Mol. Biol. 25: 479-492, 
1994]; de germinulas de 3 dfas tras la imbibicion (dpi); y de distintos organos de 
plantas adultas antes de la floracion. Los ARN de germinulas y plantas se 

10 prepararon a partir de material vegetal obtenido tanto en condiciones de 
crecimientro controlado [Almoguera y Jordano, Plant Mol. Biol. 19: 781-792, 
1992; Coca MA, Almoguera C, y Jordano J. Plant Mol. Biol. 25: 479-492, 1994; 
Coca MA, Almoguera C, Thomas TL, y Jordano J. Plant Mol. Biol. 31: 863-876, 
1996], como tras tratamientos de estres: deficit de agua [Almoguera C, Coca 

15 MA, y Jordano J. Plant J. 4: 947-958, 1993; Coca MA, Almoguera C, Thomas TL, 
y Jordano J. Plant Mol. Biol. 31:863-876, 1996]; o tras la adicion de hormonas 
como el acido abscisico [Almoguera C y Jordano J. Plant Mol. Biol. 19: 781-792, 
1992; Coca MA, Almoguera C, Thomas TL, y Jordano J. Plant Mol. BioL 31: 863- 
876, 1996]. Las condiciones empleadas en cada tratamiento se describen con 

20 detalle en las referenctas citadas en cada caso. La ribosonda usada para 
detectar los ARNm de Ha ds10 G1 tiene una longitud de 396 nucleotidos, de los 
cuales 63 son secuencias del vector pBluescript SK+ y el resto la secuencia de 
la cadena no-codificante de Ha ds10 G1 entre las posiciones +212 y -121 
(Sph I). Esta sonda hibrida con el extremo 5' de los ARN mensajeros de Ha ds10 

25 G1, sobrepasando el sitio mas distal de iniciacion de la transcripcion (sitio 3, 
SEQ N° 1), lo que permite detectar ARN mensajeros (ARNm) producidos a partir 
de los tres sitios de iniciacion y la verificacidn experimental de las posiciones de 
iniciacion. Esta ribosonda se preparo por transcripcion in vitro, usando la ARN 
polimerasa T3, y como molde ADN del plasmido ds10G1S3/E4.4. (Figura 1) que 

30 contiene las secuencias d Ha ds10G1 entre -1576 (Sal I) y +212, clonadas en 
el vector pBluescript SK+. 
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Normalmente se usaron para cada disparo: 0.2 pg del plasmido de referenda. 1 
ug del plasmido ds10::GUS y 1 pg del plasmido efector (o la misma cantidad del 
plasmido pJIT82 en los controles negativos). Para la preparacion de las 
particulas de oro, asi como la precipitation del AON sobre las mismas, se sigui6 
el metodo descrito por Chern et al. [Chern MS, Bobb AJ y Bustos M. The Plant 
Cell 8: 305-321, 1996]. El bombardeo de particulas se llevd a cabo con el 
sistema Biolistic PDS-1000 He (Biorad). Las condiciones de bombardeo fueron: 
Membrana de ruptura de 1550 psi, particulas de oro de 1.6 pm de diametro, 
distancia de la membrana de ruptura al macrocarrier de 8 mm, distancia del 
macrocarrier a la rejilla de 6 mm; y distancia al tejido a bombardear de 6 cm. Los 
cotiledones bombardeados se incubaron durante 24 h a 28 °C en la oscuridad; 
tras lo cual se ensayo la actividad GUS (referida a la actividad LUC), como se 
describe por Bobb et al. [Bobb AJ, Eiben HG, y Bustos MM en The Plant Journal 
8:331-343,1995]. 

La adicion del plasmido efector pABI3 tuvo un efecto claro sobre la 
expresion relativa de GUS/LUC en bombardeos con la fusion pSKds10F2 
(incremento medio de actividad relativa A46.2X). En cambio, si la trans- 
activacion se hace con el mismo plasmido mutado en la caja RY1 
(pSKds10FZ<ERY1), se observo un descenso significativo del incremento medio 
de actividad relativa debido al efecto de ABI3 (A26.3 X). Este resultado, 
mostrado en la figura 2, confirma el requerimiento funcional de la secuencia RY1 
(position -129 en la SEQ N° 1). Por lo tanto esta caja RY participa en la 
activation transcripcional en serhillas del promotor Ha ds10 G1, por factores del 
tipo ABI3 [Giraudat J., Hauge BM. Valon C. Smalle J, Parcy F, Goodman HM en 
The Plant Cell 4: 1251-1261, 1992] Otras secuencias del promotor (por ej. RY2 
en -65) tambien pudieran contribuir al efecto de transactivacion observado, ya 
que la mutacion ensayada no destruye completamente el efecto activador de 
ABO. 

EJEMPLO 2: Acumu lacion v localizacion espedfica del mRNA Ha ds10 en 
embriones de airasol: 
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posiciones -126 y -122 del promotor de Ha ds10 G1. Estos cambios destruyeron 
la caja RY1 presente en los genes quimericos ds10F1 y ds10F2 (ver Figuras 1, 
2 y 5), lo que se verified mediante reacciones de secuenciacion por el metodo de 
Sanger (dideoxy), usando el cebador 5 , CTCCTGTTCCGGAATTTTGCGTGT3 , 
(cadena no codificante de Ha ds10G1, entre las posiciones +25 y +48 ). 

Los experimentos de trans-activacion en expresion transitoria se 
realizaron mediante el bombardeo de embriones de girasol con proyectiles 
cubiertos de mezclas de ADN de distintos plasmidos. Estas mezclas contienen 
un plasmido de referenda, pD0432 [Ow DW, Wood KV, deLuca M, de Wet JR t 
Helinski D y Howell SH. Science 234: 856-859, 1996], con el gen de la luciferasa 
(LUC) de luciernaga (Photinus pyralis) bajo el control del promotor CaMV 35S; la 
fusion ds10::GUS ensayada en cada caso (con las secuencias RY1 intactas o 
modificadas),y un plasmido efector, pABI3, que expresa el factor ABI3 bajo el 
control del promotor CaMV 35S. pABI3 se obtuvo sustituyendo el AONc de Pv 
ALF en el plasmido pALF [Bobb AJ, Eiben HG, y Bustos MM en The Plant 
Journal 8: 331-343, 1995], por el ADNc de ABI-3. El ADNc de ABI3 se clono 
como un fragmento Xba I (hecho romo con klenow) - Eco Rl (parcial), purificado 
a partir del plasmido pcabi3-4F [Giraudat J., Hauge BM, Valon C, Smalle J, 
Parcy F, Goodman HM en The Plant Cell 4: 1251-1261, 1992J. El plasmido 
pABI3 se artade a la mezcla, o se omite, para probar el efecto del factor ABI3 
sobre la expresion GUS de la fusion ensayada. Los experimentos se realizaron 
esencialmente como se describe por Bobb et a/. t [Bobb AJ, Eiben HG, y Bustos 
MM en The Plant Journal 8: 331-343, 1995], con las siguientes modificaciones. 
Los embriones de girasol (17-20 dpa) se prepararon como sigue Las semtllas 
de girasol se esterilizan con lavados en etanol 70% durante 1 min, y en 2% de 
hipoclorito sodico con una gota de Triton X-1 00 durante 40 min, finalizados con 
varios lavados con agua destilada; tras los que se pelan en condiciones 
esteriles. Los embriones se cortan longitudinalmente (separando sus dos 
cotiledones) y se colocan con la superficie cortada, sobre placas con medio 
solido MS, que contiene 2% sacarosa y 0.5 M sorbitol. A continuacion se 
precultivan durante 2-4 h en oscuridad y temperatura ambiente (25°C). Todos 
los plasmidos fueron purificados usando el Quantum mkfiprep kit (Biorad). 
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El analisis de las secuencias proximales del promoter del gen Ha ds10G1 
mostro que dos de los sitios de iniciacion detectados (los sitios 1 y 2) se 
encuentran a una distancia apropiada de una posible secuencia TATA (en la 
posicion -86). El posible sitio mas distal (sitio 3, -119) no tiene secuencias TATA 
claras situadas en su proximidad. Ademas de estos elementos del promotor, se 
observaron dos posibles "cajas" RY (RY1 e RY2 en las posiciones -129 y -65 de 
la SEQ N° 1 ), como las que participan en regulacion de la expresion en semillas 
de numerosos genes de plantas [Dickinson CD, Evans RP, y Nielsen RC t en 
Nucleic Acids Research 16: 371, 1988 ]. 

Hemos modificado la caja RY1 situada en -129; verificando, mediante 
experimentos de expresion transitoria en embriones de girasol, su requerimiento 
funcional para la trans-activacion del promotor de Hads10G1 por factores 
transcripcionales de tipo ABI3 [Giraudat J., Hauge BM, Valon C, Smalle J ( Parcy 
F, Goodman HM en The Plant Cell 4: 1251-1261, 1992]. Para ello, preparamos 
modificaciones de las fusiones ds10::GUS construfdas para estudios en plantas 
transgenicas (ver el Ejemplo 6.3 y la Figura 5). Los genes quimericos contenidos 
en dos de estas fusiones (ds10F1y ds10F2) se purificaron como fragmentos de 
ADN que se subclonaron por ligacion en el vector pBluescript SK+ (Promega); 
cambiando asf las secuencias del vector binario por otras de menor tamarto, 
mas utiles para realizar experimentos de expresion transitoria. Asf, usando I 
fragmento Sal I - Eco Rl (con el gen quimerico obtentdo a partir de ds10F1), 
obtuvimos el plasmido pSKds10F1. En el caso de ds10F2, el fragmento de Sph I 
- Eco Rl (desde la posicion -125 en Ha ds10 G1 t hasta el extremo 3' de nos) se 
ligo al fragmento complementario (que contiene el promotor y secuencias 
5'flanqueantes de Ha dslO G1) t purificado tras la digestion de pSKds10F1 con 
Sph I y Eco Rl, resultando en el plasmido pSKds10F2. Finalmente a partir de los 
plasmidos pSKds10F1 y pSKds10F2 (mapas no mostrados) se obtuvieron 
versiones mutagenizadas de los mismos tras la digestion de su ADN con Sph I, 
haciendo romos los extremes resultantes mediante tratamientos con ADN 
polimerasa de T4, seguidos de re-ligacion del ADN. De esta forma obtuvimos los 
plasmidos pSKds10F1/ERY y pSKds10F2/ERY (mapas no mostrados). Estos 
plasmidos difieren unicamente en una delecion de 5 nucleotides entre las 
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Simpson GC, Leader DJ, Brown JWS y Franklin T, en Charasteristics of Plant 
pre-mRNA Introns and Transposable Elements, Rant Mol. Biol. LabFax, pp. 183- 
252; Croy RRD Ed., Bios Scientific Publishers Ltd. 1993]. La unica diferencia, 
entre las secuencias gendmicas que codffican el ARNm y las del ADNc, fue una 
inversion de dos nucle6tidos (GC en vez de CG) dentro del segundo exdn (en 
las posiciones +1176 y +1177 desde el coddn de iniciad6n); lo que provoca un 
cambio de un aminoacido (S en vez T) en la secuenda de la proteina. La 
diferencia se debe a un error (debido a una compresi6n) en la lectura inicial de 
las reacciones de secuencia del ADNc. Las secuencias de Ha ds10 G1 qu 
hemos determinado incluyen tambien 1576 bp, del promoter del gen y 
secuencias 5-flanqueantes; y 553 bp de secuencias gen6micas 3*-flanqueantes 
no presentes en el ADNc original. 

Mediante la ttcnica de extension del cebador {primer extension), se 
determinaron tres posibles sitios de inidadon de la transcripctdn en el promoter 
de HadslO G1. Dos de estos sitios han sido confirmados mediante otras 
tecnicas (sitios 1 y 2, indicados por flechas en la SEQ N° 1). Para ello se utilizo, 
segun el procedimiento descrito por Domon et a/. [Domon C, Evrard JL, Pillay 
DTN, y Steinmetz A. Mol. Gen. Genet. 229:238-244, 1991 J, ARN total de 
embriones de girasol hibridado con el cebador sint6tico: ff- 
CTCCTGTTCCGGAA 1 1 1 1 GCGTGT-3* ; cuya secuencia corresponde a la de la 
cadena no codrficante de Ha ds10 G1, entre las posiciones +25 y +48, desde I 
codon de iniciactdn. Las hibridaciones con el cebador se hideron a 62°C. Los 
hibridos se extendiejron con transcriptase reversa de AMV, durante 90 min. a 
42°C. Los productos de extensi6n se analizaron en geles de secuendad6n 
PAGE al 6%, junto con reacdones de secuenda produddas usando el mismo 
cebador. Los sitios de inidad6n 1 y 2 (en las posidones -33 y -25; ver SEQ N° 
1 ) son fundonales, y se detectan de forma independiente usando la t6cnica d 
protecddn frente a la ribonudeasa A (RNAsa A, ver Figura 3A). Un tercer sitio 
de inidadon (sitio 3, n la posidon -119 de la SEQ N°1) no fue confirmado 
darament , mediante dicha t^cnica. Estos sitios de inidadon d limitan 
funcionalmente el extremo 3 1 d I promoter del gen Ha ds10 G1. 
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Glover DM, DNA Cloning, IRL Press , 1985; Lindsey YL.PIant Tissue Culture 
Manual, Kluwer Academic Publishers, 1993; y Gelvin SB, Schilperoort RA, 
Verma DPS, Plant Molecular Biology Manual, Kluwer Academic Publishers , 
1992]. Para otros detalles mas especificos, se citan las referencias bibliogrSficas 
5 pertinentes en el lugar correspondiente de esta solicitud. 

EJEMPLO 1: clonacion. determinacion del mapa de restriccidn. secuencia 
nucleotidica, v analisis del promotor de Ha ds10 G1. 

Para obtener el clon Ha ds10 G1 se rastreo la genoteca de ADN 
genomico de girasol descrita por Coca et al. [Plant Mol. Biol. 31: 863-876, 1996], 

10 con la sonda correspondiente al ADNc completo Ha ds10 [Almoguera y 
Jordano, Plant Mol Biol. 19: 781-792, 1992]; usando las condiciones de 
hibridacion y procedimientos estandard de clonacion molecular descritos con 
suficiente detalle en la primera de estas referencias (Coca et a/., 1996). Asf, 
aislamos un fago (IGEM11) con un inserto de ADN genomico de girasol de 

15 aproximadamente 16.5 Kb cuyo mapa parcial se muestra en la Figura 1. 
Mediante analisis de restriccion, determinamos que dos fragmentos adyacentes 
de Sac I (de 4.2 y 9.3 Kb) contienen las secuencias que hibridan con el ADNc. 
Se determino un mapa de restriccion detallado del primero de estos fragmentos, 
y de parte (A4 Kb) del segundo (Figura 1 ). Distintos subfragmentos de ADN 

20 genomico, correspondientes a la region mapeada, se ctonaron en el vector 
pBluescript SK+, dando lugar a los plasmidos cuyo nombre e inserto se Mica 
en la Figura 1 . A partir de estos plasmidos se determind, en ambas cadenas del 
ADN y por el metodo de Sanger (dideoxi), la secuencia nucteotidica de 3617 bp 
entre los sitios de Sac I y Sma I (Figura 1, parte inferior). Estos datos se 

25 presentan en la SEQ N° 1 . Mediante comparaciones de secuencia confirmamos 
que parte de la secuencia genomica determinada se corresponde con la del 
ADNc HadslO [Almoguera y Jordano, Plant MoL Biol. 19: 781-792, 1992; 
numero de acceso en GenBank X59699]. La secuencia de amino£cidos de la 
protefna codificada por el gen Ha ds10 G1 se indica bajo las secuencias 

30 nucleotidicas correspondientes. En el ADN genomico, la zona codificante esta 
interrumpida por un intron anomalamente largo (de 1024 bp), aunque situado en 
una posicion conservada en otros genes LEA de clase I [ver datos revisados por 
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2). Estos estudios muestran tanto los elevados niveles de expresion alcanzados 
durante la embriogenesis desde fases tempranas de la maduracion, como sus 
absoluta especificidad de semilla, acompanada de una localization homogenea 
en embriones que acaba restringiendose fundamentalmente al parenquima n 
empalizada de los cotiledones, un tejido especializado en la acumulacion de 
sustancias de reservas en el girasol. B.* En el ejemplo 3, ilustramos tambiSn el 
posible uso de dichas secuencias mediante la construction y an£lisis en plantas 
transgenicas de distintos genes quimericos; usando el promotor y 
combinaciones de distintas secuencias reguladoras de Ha ds10 G1 (5'- 
flanqueantes, codificantes, intron y ^-flanqueantes), con el gen indicador 
(reporter) de la fX-glucuronidasa bacteriana (GUS). Estos ejemplos demuestran 
en un sistema heterologo modelo (tabaco) la utilidad de los distintos gen s 
quimericos ensayados: alto nivel de expresion y especifidad de semillas desde 
fases tempranas de la maduracion, asf como la contribution funcional de las 
distintas secuencias ensayadas. Mediante los ejemplos adjuntos mostramos que 
la especifidad de semillas esta conferida fundamentalmente por el promotor y 
secuencias 5-flanqueantes de Hads10G1 (incluyendo secuencias no- 
transcritas y transcritas: como el 5*-UTR y parte de la secuencia codificante). 
Adicionalmente las secuencias 3'-flanqueantes incrementan los niveles d 
expresion en semillas; y el intron los reduce de forma espetifica en tejidos no- 
embrionarios. Oada la conservation de la regulation de la expresion de genes 
embrionarios en semillas de plantas, incluidos los genes LEA-I [Thomas TL, en 
The Plant Cell 5:1401-1410, 1993]; estas secuencias podnan usarse tanto en el 
sistema homologo (el girasol) como en otros sistemas heterologos de gran 
importancia economica (por ejemplo la colza, la soja, el maiz, etc). 

La realization practica de esta invention, representada con los ejemplos 
y figuras adjuntos, utiliza tecnicas convencionales de Biologfa Molecular, 
Microbiologia, ADN recombinante; y de production de plantas transgenicas, qu 
son de uso comun en laboratories especializados en estos campos. Estas 
tecnicas estan explicadas con suficiente detail en la literatura cientifica [veanse 
por ejemplo: Sambrok J, Fritsch EF, y Maniatis T, Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor laboratory Press, 2* Edition, 1989; 
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Hull G, Huestis GM, Grellet F, Arenas C, Pages M, y Delseny M ( Mol. Gen. 
Genet, 238: 409-418, 1993; Williams B, y Tsang A, Plant Mol. Biol., 16: 919- 
923. 1991; Wurtele ES ( Wang H, Durgerian S. Nikolau BJ, y Ulrich TH. Plant 
Physiol. 102:303-312, 1993]. Estos ejemplos indicarian el posible uso de 
secuencias reguladorias de genes de esta familia para la modificacidn de 
semillas. No obstante, su uso concreto estaria limitado tanto por los niveles de 
expresion alcanzados en cada caso y en cada fase del desarrollo; como por las 
distintas especificidades de tejido. Asi por ejemplo, aunque en Arabidopsis el 
gen At Em1 se activa tempranamente, su expresion esta fundamentalmente 
restringida a tejidos provasculares de los cotiledones y a tejidos corticales 
externos del eje embrionario [Gaubier, P., Raynal, M., Hull, G., Huestis, GM., 
Grellet, F., Arenas, C, Pages, M., y Delseny, M., Mol. Gen. Genet., 238: 409- 
418, 1993]. En el caso del gen emb1 de zanahoria, sus ARNm se localizan 
preferente en los meristemos del embrion, particularmente en el procambium 
[Wurtele ES, Wang H, Durgerian S, Nikolau BJ, y Ulrich TH. Plant Physiol. 
102:303-312, 1993]. No se han publicado las secuenciasgenomicas del 
gene/776564, y se desconoce la localizacion precisa de sus ARNm [Williams B, y 
Tsang A, Plant Mol. Biol., 16: 919-923, 1991]. 

La expresion del gen de girasol Ha ds10 G1 t asi como su promotor y 
secuencias reguladoras presentan, como se describe a continuaci6n, unas 
caractensticas unicas entre las de otros miembros de la familia LEA-I; lo que 
hace que dichas secuencias sean potencialmente utilizables en la modificacion 
de semillas mediante ingenieria genetica. 

DESCRIPCION DE LA INVENCION 

Con la presente invencion aislamos y caracterizamos en plantas 
transgenicas de tabaco, el promotor y las secuencias reguladoras de un gen 
LEA-I de girasol, Ha ds10 G1. Estas secuencias (Ejemplo 1) presentan unas 
caracteristicas muy apropiadas para su uso en la modificacion de semillas (por 
ej. de sustancias de reservas). Las ventajas de su posible uso en plantas 
transgenicas se muestran mediante otros ejemplos: A.- Estudios de la 
acumulacion y localizacion del ARNm Ha ds10 en el sistema homologo (Ejemplo 
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Almoguera y Jordano, solicitud de patente #9701215 (Oficina Espaftola de 
Patentes). 

En la presente solicitud proponemos usos analogos alternatives para el 
promoter y las secuencias reguladoras del gen LEA de girasol Ha ds10 G1. El 
gen Ha ds10 G1 esta incluido en un clon genomico correspondiente a un ADNc 
descrito previamente (Ha ds10, numero de acceso X50699) cuyos patrones de 
expresion se conocian de forma incompleta [Almoguera y Jordano, Plant Mol. 
Biol. 19:781-792, 1992]. El promotor y secuencias reguladoras de este gen (Ha 
ds10 G1) han sido clonados y se describen, caracterizan y utilizan por primera 
vez en los ejemplos de esta solicitud. El gen Ha ds10 G1 pertenece a la familia 
de genes LEA (Late Embryogenesis Abundant) de Clase I (tipo D-19 6 LEA-I). 
Estos genes codifican proteinas altamente conservadas en varias especies 
vegetales, y su expresion esta generalmente restringida a semillas y a fases 
tempranas de la germinacion [ver por ejemplo las siguientes revisiones: Dure III, 
L., Structural motifs in Lea proteins, en Plant Responses to Plant Dehydration 
During Environmental Stress., Close TJ and Bray EA Eds., Current Topics in 
Plant Physiology 10: 91-103, 1993; y Delseny M, Gaubier P, Hull G, Saez- 
Vasquez J, Gallois P, Raynal M, Cooke R, Grellet F., Nuclear Genes expressed 
during seed desiccation: relationship with responses to stress , en Stress- 
induced Gene Expression in Plants (Basra, A. S., ed.), pp. 25-59, Harwood 
Academic Publishers, Reading, 1994]. Los promotores de los genes LEA no han 
sido considerados como buenos candidatos para su uso en proyectos de 
modificacion de sustancias de reserva en semilla, ya que en general presentan 
actividad en fases posteriores a la maduracion de la semilla, como durante la 
desecacion del embrion [ver las consideraciones de Kridl JC. Knauf VC f 
Thompson GA, en Control of Plant Gene Expression, pp. 481-498, CRC 
press, 1993]. Sin embargo se conocen genes LEA que se activan en fases de 
maduracion anteriores a la desecacion, como los genes de algoddn 
denominados LEA-A [Hughes DW y Galau GA, The Plant Cell 3:605-618, 1991]. 
Tambien dentro los genes LEA de clase I se conocen ejemplos de activacion 
anterior a la desecacion, como en el caso de los genes At Em1 % emb564 t y 
emb1 [respectivamente en arabidopsis, mafz y zanahoria: Gaubier P t Raynal M, 
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Voelker TA, Worrell AC, Anderson L.BIeibaum J t Fan C ( Hawkins DJ, Radke SE 
y Davies HM t en Science, vol. 257, pp.72-74, 1992; y Saalbach I, Pickardt T. 
Machemehl F, Saalbach G, Schieder O, y Muntz K, en Molecular and General 
Genetics 242: 226-236, 1994]. Para el desarrollo del enorme potencial de esta 
5 tecnica, pudieran ser utiles otros promotores con distintas especifidades de 
tejido en la semilla y diversos patrones temporales de expresion. Recientemente 
en nuestro grupo, y otros laboratories, hemos descrito la expresion en semillas 
de genes que codifican proteinas de choque termico de bajo peso molecular 
(sHSPs: small heat-shock proteins). Uno de estos genes, Ha hsp17J G4 , 

10 muestra, en plantas transgenicas de tabaco, patrones de expresion adecuados 
para su posible uso en la modificacion de semillas mediante ingenieria genetica: 
dicho gen se expresa desde etapas tempranas de la maduracion de la semilla, y 
con una especificidad de tejido asociada a los cotiledones [Coca MA, Almoguera 
C ( Thomas TL, y Jordano J, en: Plant Molecular Biology 31: 863-876, 1996], Sin 

15 embargo el gen Ha hsp17.7 G4 % al igual que otros genes vegetates sHSP 
expresados en semillas, tambien se expresa en respuesta al calor (choques 
termicos) en tejidos vegetativos de la planta tras la germinacion de las semilla. 
Esto ultimo imposibilita su uso en ingenieria genetica cuando se requieren 
secuencias de ADN reguladoras que garanticen que no haya expresion de los 

20 genes quimericos fuera de la semilla: por ejemplo, cuando la expresion fuera de 
lugar de estos genes pueda afectar a la viabilidad, el crecimiento o la salubridad 
de las plantas transgenicas. Para solucionar estos problemas hemos modificado 
las secuencias reguladoras del gen Ha hsp17.7 G4 de forma que genes 
quimericos que contengan estas secuencias mantengan su expresion en 

25 semillas y pierdan su induccion por calor; procedimiento utilizable para la 
modificacion y uso similar de secuencias reguladoras de otros genes sHSP 
expresados en semillas [Almoguera, Prieto-Dapena y Jordano, solicitud de 
patente #9602746 (Oficina Espanola de Patentes)]. De forma altemativa, 
tambien hemos propuesto un uso similar para el promotor y las secuencias 

30 reguladoras del gen de girasol Hahsp17.6 G1 t que unicamente se expresa en 
semillas. Dicho gen no responde al calor o a otro tipo de estres (frio, 
desecacion, tratamiento hormonal con ABA) en tejidos vegetativos [Carranco, 
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TITULO 

PROMOTOR Y SECUENCIAS REGULADORAS DE HA DS10 G1: UN GEN 
LEA DE GIRASOL EXPRESADO EXCLUSIVAMENTE EN SEMILLAS DESDE 
LA FASE DE MADURACI6N. 

SECTOR DE LA TECNICA 

Agricultura. Esta invencion se relaciona con la obtenci6n de secuencias 
de ADN reguladoras ("promotores") y la construction, usando dichas 
secuencias, de nuevos genes quimericos capaces de expresarse de forma 
especifica en semillas de plantas transgenicas. El gen Ha ds10 G1 tiene la 
peculiaridad de expresarse exclusivamente en semil'as de girasol desde la fase 
de maduracion hasta la de desecacion; sin responder a hormonas como el acido 
absci'sico (ABA), o al estres hfdrico en tejidos vegetativos. Ademas, el gen Ha 
ds10 G1 se expresa de forma homogenea en embriones inmaduros, y 
preferentemente en el parenquima en empalizada de los cotiledones de 
embriones maduros. Estos patrones de expresion, junto con los elevados niveles 
de actividad del gen, sugieren que sus secuencias reguladoras sean 
especialmente adecuadas para la manipulation genetica de sustancias de 
reserva en semillas 

ESTADO DE LA TECNICA 

Para conferir expresion especifica en semillas de plantas transgenicas, 
hasta el momento se han aislado, caracterizado y utilizado promotores 
pertenecientes sobre todo a genes vegetates que codifican proteinas de 
reserva, u otros productos expresados exclusivamente en semillas durante 
diversas etapas del desarrollo [veanse por ejemplo las siguientes referencias 
bibliograficas y patentes, asi como otros documentos citados en ellas: Thomas 
TL. en Plant Cell, vol 5, pp 1401-1410, 1993; Gatehouse JA, y Shirsat AH, en 
Control of Plant Gene Expression, pp 357-375, CRC press, 1993; y las patentes 
USA numeros: 5530192. 5530194 y 5420034]. Esto ha permitido por ejemplo la 
obtencion de nuevas plantas transgenicas con semillas modrficadas en su 
contenido de acidos grasos y de proteinas de reserva [veanse por ejemplo: 



REPLACED 



HojaN° 



PCI / #999 3 / 0 0 0 1 7 



Recuadr N* VI RE1VINPICACION PE PRIORTOAD D Seindicanot^reivmdicacto^^ 



Fecha dc presentacidn de la 
solicitud anteri r 

(dia/mes/aho) 



Punto (1)J>3- eA/SAo. 
23.01.98 



Punto (2) 



Numero de la 
solicitud anterior 



P 9800122 



Si la solicitud anterior es: 



solicitud nacional: 
pais 



ES 



solicitud regional:* 
Oficina regional 



solicitud internacional: 
oficina receptora 



Punto (3) 



fit 



receptora) identificada(s) supra como punto o puntos: 



* T j /• >,j a j>u>n « imJirvrrA en el recuadro suDlementario por lo menos a un Estado miembro del Convenio de Paris 



R^» g dro N» VP ADMINISTRACION ENCARGAPA PE LA BUSQUEDA INTERNA ClONAL 



Elecci6n de la Administraci6n encargada de la 
busqueda internacional (Si dos o mas Administraciones 
encargadas de la busqueda internacional son competences 
paraefectuarla busqueda internacional, indiqueseel nombre 
delaAdministracidnelegida; se puede utilizar el cddigo de 
dosletras): ISA/ ES 



Petici6n para que se utiltcen las rcsaltados de la busqueda anterior; referenda a esa 
busqueda (si una busqueda anterior ha sido realizada por o pedida a la Admimstracion 
encargada de la busqueda internacional): 

Fecha (dia/mes/afio): Numero: Pais (u Oficina regional): 



Recuadro N* Vffl LISTA PE VERIFICACION: IPIOMA PE PRESENTACION 



La presente solicitud internacional 
contiene el siguiente numero de hojas: 



petitorio 
descripcidn (excepto la parte 
de la lista de secuencias) 

reivindicaciones : 

resumen 

dibujos 

parte de la lista de secuencias 
de la descripcidn ^ : 

Numero total de hojas L| 2, : 



H 

Z 
A 

5 

5 



^1 

La presente solicitud internacional esta acompanada de los documentos que se identifier 
a continuacidn: 



hoja de calculo de tasas 



2 fi0jLpoder separado firmado 

3 |g copia del poder general; numero de referenda, en su caso: 

4. □ declaracidn que explica la ausencia de una firma 

5. □ documents) de prioridad identifiers) en el Recuadro N° VI como punto o puntos: 

6. □ traduccidn de la solicitud internacional en (idioma): 

7. □ indicacidn separada relativa a microorganismos depositados u otro material bioldgico 

8. □ lista de secuencias de nucleotidos y/o aminoacidos en fonnato legible por ordenador 

9. □ otros (especifiquese): 



Figura de los dibujos que 
debe acompaflar el resumen: 



Idioma de presentacidn de la 

solicitud internacional: 



Recuadro N* DC FIRMA DEL SOLICIT ANTE O DEL MANPATARIO 



JunZ Zaunadelas firma,, indiauese el nombre de la persona que Jinn*, asi como su calidad (si dlcha calidad no es evident por lectura del 

petitorio). 



Qjeda, Pedro 




Para la Oficina receptora unicamente 



1. Fecha efectiva de recepcidn de la 
pretendida solicitud internacional: 



23 ENE 1999 (? 3. m. 9j 



3 Fecha efectivade recepcion, rectificadaen razon de la recepcion 
ulterior pero dentro del plazo, de documentos o de dibujos que 
completen la pretendida solicitud internacional: 



4. Fecha de recepci'n, dentro del plazo, de las correcciones 
solicitadas segun el Articulo 1 1.2) del PCT: 



5. Administraci6n de busqueda internacional TC A / < 
especificada por el sohcitante: 1 0/l / c 



2. Dibujos: 
recibidos: 



□ 



no recibidos: 



6. 



Transmisi6n de la copia para la busqueda diferida 
hasta que se pague la tasa de busqueda, 



Para uso de la Oficina Internacional unicamente 



Fecha de recepci6n del ejemplar 
original p r la Oficina Intemaci nal: 



(H F 



1999 



0 4. 02. 99 ) 



Fonnulario PCT/RO/101 (ultima hoja) Quho de 1998; reimpresidn enero de 1999) 



Ve'anse las Notas al formulario del petitorio 



H jaN° ..^ . . 



? 



9 9/00017 



C ntinuacion dc! rccuadro N* in OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES) 


Si no se ha de utilizar ninguno de estos subrecuadros, esta hoja no debe ser induida en el petHorio. 


N mbre y direcci6n: (Apellido seguido del nombre; en el caso de una persona iuridica, la 
desfgn^cion oficial completa. t En fa direction debenfigurar elcodigo postal y^ombre del 
pais El pats de la direction indicada en este recuadrp es el Estado de domicilio del 
solicitante si no se indica mas abajo el Estado de domicilio.) 

Almoguera, Concepci6n 
Insto. de Recursos Naturales 

Apartado 1052. Estafeta Puerto 

41080 SE^ILLA 


Esta persona es: 

| | solicitante unicarnente 

solicitante e inventor 

1 1 inventor unicamente 
*— ■ (Si se marca esta casilla, no 
se deberellenarloquesigue.) 


Estado de nacionalidad: 

ss 


Estado de domicilio: 

ES 


Estt. persona es | 1 todoslosEstados | — 1 todos los Estados designadtos salvo R3 lo sEstadi 

solicitante para: I I dcsignados | | los Estados Umdos de America L^Amencau 


>s Unidos de 1 1 los Estados indicados en el 
tnicamente 1 1 recuadro suplementano 


Nombre y direcci6n: (Apellido seguido del nombre; en el caso de una personajuridica^la 
d^i^acion qficial completa. En fa direction debenfigurar el codigp postal yej nombre del 
Wis ti pals de la direction indicada en este recuadrp es el Estado de domicilio del 
solicitante si no se indica mas abajo el Estado de domicilio.) 

Jordano, Juan 

Insto. de Recursos Naturales 
Apartado 1052. Estafeta Puerto 
41080 SEVILLA 


Esta persona es: 

| | solicitante unicamente 

\?*$ solicitante e inventor 

| 1 inventor unicamente 

1 1 (Si se marca esta casilla, no 

se deberellenarloquesigue.) 


Estado de nacionalidad: 

ES 


Estado de domicilio: 

ES 


Pcta nmona es i— i tnrirtcincFctados |— 1 todos los Estados designados salvo 1C7llos Estados Unidos de T~ 1 los Estados indicados en cl 
^cS paS □to^SSo? adOS □ IotSo^iS,s dcffica ^America Onicamente LJrecuadro suplcmcntano 


Nombre y direccidn: (Apellido seguido del nombre; en el caso de una persona luruiica, la 
a^si^tacidn^cial completa. En fa direction debenfigurar el codigo postal y ef nombre del 
pa&H Mude la direction indicada en este recuadrp es el Estado de domicilio del 
solicitante si no se indica mas abajo el Estado de domicilio.) 


Esta persona es: 

| | solicitante unicamente 

| | solicitante e inventor 

1 1 inventor unicamente 
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designation oficiai completa. En fa direccion deben figurar el codigo postal y el nombre del 
pais. El pais de la direccion indicada en este recuadro es el Estado de domicilio del 
solicitante si no se indica maaabajo el Estado de domicilio.) 

P r i e t o- Dap ena, Pilar 
Ins to-, de Recursos Maturales 
Apartado 1052. Sstafeta Puerto 
j 41080 SEVILLA 


Esta persona es: 

| | solicitante unicamente 

solicitante e inventor 

I I inventor unicamente 

' (Sise marca esta casilla, no 
sedeberellenarloquesigue.) 


Estado de nacionalidad: ^ 0 
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Ojeda Garcia, Pedro 
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REPLACED 



Veanse las Notas al formulario del petitorio 



2 3~ FEB 1999 
2 3.02.$ 



PEDRO OJEDA GARCIA, en representation del Consejo Superior de Investigationes 
Cientificas, con domicilio en Madrid, C/Serrano, 1 17, en su nombre y representation, 



COMUNICA: 

Que con fecha 23.01.99 el CSIC presento en la Oficina Espaflola y Patentes y 
Marcas la solititud de PCT/ES99/00017, extension de la solititud de patente espafiola n° 
9800122 

Con fecha 27.01.99 la OEPM nos envia invitation para corregir irregularidades del 
anexo A i d, A.2.a, B.i-l-r, C.Ih, C.H.k 

Con esta fecha se envia las hojas n°s 1 a 37 de la memoria descriptiva, 
reivindicaciones, listado de secuencias y dibujos del PCT, por haberse detectado errores en 
su redaccidn, hoja n° 4 del impreso de solicitud debidamente firmados por los inventores- 
solicitantes del PCT y hoja n° 1 a 2 del impreso de solicitud, por haberse detectado errores 
en sus apellidos de los inventores-solicitantes. 



Madrid, 23 de Febrero de 1.999 




Ilmo. Sr. Director de la Oficina Espafiola de Patentes y Marcas MADRID 
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